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SEZNAM OKRAJŠAV IN SIMBOLOV 
% (v/v) volumski delež topljenca v volumnu celotne raztopine (1 % (v/v) 
ustreza 1 ml topljenca v 100 ml raztopine) 
% (w/v) masni delež topljenca v volumnu celotne raztopine (1 % (w/v) ustreza 
1 g topljenca v 100 ml raztopine) 
3AA, 6AA, 
9AA 
tri, šest oziroma devet aminokislin dolg aminokislinski povezovalec 
pred in za luciferazno domeno (rLuc) 
A adenin  
AK aminokislina, aminokislinski ostanek  
Amp ampicilin  
ang. angleško  
Asn aspargin  
Ax absorbanca pri določeni valovni dolžini 
bp bazni pari 
c množinska koncentracija/molarnost 
C citozin  
CD cirkularni dikroizem 
CPI mešanica proteaznih inhibitorjev (ang. protease inhibitor cocktail) 
dH2O  deionizirana voda 
DNA deoksiribonukleinska kislina  
E. coli Escherichia coli 
EDTA etilen-diamin-tetraocetna kislina 
EtBr etidijev bromid 
FPLC tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (ang. fast 
protein liquid chromatography) 
G gvanozin  
GFP  zeleni fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein) 
Glu glutamat ali glutaminska kislina 
Gly glicin  
GST glutation S-transferaza 
His histidin  
HisTag histidinski rep sestavljen iz 8 aminokislin 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high-performance 
liquid chromatography) 
Ile izolevcin  
IPTG izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid  
Kan kanamicin  
kbp kilobazni par 
LB gojišče Luria-Bertani 
LBAmp gojišče Luria-Bertani z ampicilinom 
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LBKan gojišče Luria-Bertani s kanamicinom 
Leu levcin  
Luc Renilla luciferaza 
Lys lizin  
MALS merjenje sipanja svetlobe pri več kotih (ang. multiangle light 
scattering) 
MRE povprečna molarna eliptičnost 
MQ mili-Q voda, dodatno očiščena deionizirana voda 
nt nukleotid  
ODx optična gostota izmerjena pri valovni dolžini x 
ORF odprt bralni okvir 
PCR verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
pET skupina plazmidov za čezmerno izražanje rekombinantnih proteinov 
kontrolirano s T7 promotorjem 
pH negativni logaritem koncentracije vodikovih ionov 
pI izoelektrična točka 
Pro prolin  
rpm obrati/vrtljaji na minuto (ang. revolutions per minute) 
SAXS sipanje rentgenskih žarkov pod majhnim kotom / malokotno sipanje 
rentgenskih žarkov  
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecil sulfatom 
(NaDS) 
SEC gelska izključitvena kromatografija / kromatografija z ločevanjem po 
velikosti (ang. size-exclusion chromatography)  
Ser serin  
T tiamin  
TAE tris/acetat/EDTA pufer 
TB gojišče namenjeno za izboljšanje rasti rekombinantnih E. coli sevov. 
(Tartoff in Hobbs, 1987)   (ang. Terrific broth)  
TET12 tetraeder, ki ima 12 peptidnih segmentov znotraj polipeptidne verige. 
Tm temperatura tališča 
Tris tris(hidroksimetil)aminometan 
UV ultravijolični del spektra 
V volumen  
Val valin  
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Uspešna heterologna produkcija de novo načrtovanja proteinov je pogosto rezultat 
dolgotrajne optimizacije na več nivojih. Od optimizacije sekvence DNA za translacijo v 
določenem organizmu, preiskovanja zakonitosti zvijanja proteina v pravilno 
tridimenzionalno (v nadaljevanju 3D) strukturo, do dodajanja fuzijskih proteinov in 
peptidov, ki delujejo kot šaperoni  povečajo topnost (Rosano in Ceccarelli, 2014).  
Proteinski origamiji, ki jih tvorijo obvite vijačnice, so uspešen primer uporabe proteinske 
nanotehnologije. Strukture iz obvitih vijačnic se zgledujejo po komplementarnosti, ki jo v 
naravi opazimo tako pri DNA vijačnicah kot pri proteinskih obvitih vijačnicah. Obvite 
vijačnice so v naravi pogoste in imajo strukturno ali funkcionalno vlogo, saj so sposobne 
vezave na proteinske domene ali DNA strukture. Gradišar in sodelavci (2013) so razvili 
polipeptidno verigo z zapisom za obvite vijačnice, ki se samozvijejo v tetraeder. Pri tem so 
s pomočjo računalniškega dizajna optimizirali ortologne pare obvitih vijačnic.  
Prvo generacijo tetraedričnih proteinov iz obvitih vijačnic so bakterije tvorile v netopni 
obliki. Tvorbo nepravilno zvitih struktur so dokazovali s fuzijo obvitega proteina tetraedra 
iz obvitih vijačnic s cepljenim rumenim fluorescenčnim proteinom, ki v in vivo pogojih v 
bakterijah ni imela fluorescence. Odsotnost fluorescenčnega signala dokazuje, da protein ni 
bil zvit v pravilno obliko. Za izolacijo funkcionalnega proteina so bili potrebni dodatni 
koraki in vitro zvijanja, ki omejujejo uporabnost proteina neposredno  v bioloških aplikacijah 
in produkcijo proteina v večjih količinah (Lapenta in sod., 2018). Ljubetič in sodelavci 
(2017). Z in silico modeliranjem so rešili probleme zvijanjem tetraedričnega ogrodja iz 
obvitih vijačnic. Tvorba agregatov se je zmanjšala po zamenjavi izpostavljenih aminokislin 
na obvitih vijačnicah in povečanju neto negativnega naboja.  
Z uspešno produkcijo tetraedrične kletke iz obvitih vijačnic so Ljubetič in sodelavci (2017) 
pridobili robustno ogrodje primerno za dodajanje funkcionalnih proteinskih domen. Kljub 
temu da je pravilno zvita tetraedrična kletka rigidna in ima načrtovane biokemijske lastnosti, 
je težko napovedati obnašanje proteinskega origamija pri dodajanju fuzijskih proteinov na 
oglišča ogrodja. Spajanje z globularnimi proteini lahko ovira pravilno zvijanje proteina in s 
tem poruši strukturo tako ogrodja kot spojenega proteina. V magistrski nalogi smo za vezavo 
na oglišča izbrali zeleni fluorescenčni protein (sfGFP) in Renilla luciferazo (rLuc). Uspešna 
produkcija topnega proteinskega origamija z vezanimi domenami luciferaze in 
fluorescenčnega proteina bo dokazala sposobnost sistema za nadaljnje modifikacije in 
dodajanje novih funkcij.  
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1.2 NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je predstaviti kombinacijo luciferaznih in fluorescenčnih 
proteinskih domen v ogliščih tetraedrske nano-kletke na osnovi genske fuzije ter analizirati 
lastnosti sintetiziranega polipeptida. 
Cilji magistrskega dela: 
• Z molekularnim kloniranjem pripraviti ekspresijski vektor z zapisom za konstrukte, 
ki tvorijo samosestavljive kompleksne polipeptidne strukture na podlagi obvitih 
vijačnic. Na oglišča proteinske tetraedrične polipeptidne kletke bodo s pomočjo 
genske fuzije pripeti fuzijski proteini: zeleni fluorescenčni protein (ang. green 
fluorescent protein, GFP) in Renilla luciferaza (rLuc) v različnih razmerjih.  
• Pridobiti zadostno količino rekombinantnih proteinov v heterolognem ekspresijskem 
sistemu bakterije E. coli NiCo21(DE3) za karakterizacijo strukture proteina.   
• Z analitskimi metodami karakterizirati nastale proteinske strukture in 
eksperimentalno dokazati tvorbo samosestavljivih nanostruktur na podlagi 
polipeptidnih verig.  
• Določiti uspešnost izolacije čistega topnega proteina z minimalno količino 
agregiranega proteina. Pristotnost agregatov in degradiranih proteinov bomo določali 
z metodami: NaDS-PAGE, gelsko filtracijo, CD in SEC-MALS. 
1.3 HIPOTEZA 
Na nano-kletki iz obvitih vijačnic v obliki tetraedra je mogoče v vseh ogliščih predstaviti 
domene luciferaz in fluorescenčnih proteinov. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BIOLOŠKI NANOMATERIALI  
Izraz nanomateriali so prvič uporabili v 60. letih 20. stoletja na srečanju ameriškega 
združenja fizikov, kjer so predstavili idejo o možnosti sestavljanja posameznih atomov. 
Predpona nano pomeni, da se beseda nanomateriali nanaša na materiale, ki izhajajo iz 
strukturnih elementov nanometrskih dimenzij. Od takrat je nanotehnologija hitro 
napredovala z uspešnim načrtovanjem nanodelcev, za katere so znanstveniki zgled za 
načrtovanje našli v živi naravi. Temu področju nanotehnologije so zato dodali še predpono 
bio (Zhang, 2003). Osnovni gradbeni in katalitski sestavni deli živih organizmov so namreč 
prav nanodelci, ki so sestavljeni iz aminokislin, nukleinskih kislin, lipidov in ogljikovih 
hidratov. V naravi imajo molekule DNA vlogo shranjevanja in prenašanja dednih informacij, 
proteini pa so funkcionalne enote v obliki gradnikov ali kot katalizatorji kemijskih reakcij. 
Strukture zgrajene s kombinacijami osnovnih gradnikov, ki nosijo informacijo za 
samosestavljanje, so imenovane tektoni. Tekton je na ravni nukleinskih kislin načrtovan 
oligonukleotid, na ravni aminokislin pa polipeptid, ki se zvije v določeno sekundarno 
strukturo. Zaradi njihove molekularne komplementarnosti in sposobnosti samozdruževanja 
so te biološke makromolekule primerne za pripravo nanomaterialov in nanonaprav s 
kompleksnimi lastnostmi (Channon in sod., 2008). 
Biološkim nanomaterialom snujemo nove oblike s pomočjo multidisciplinarnega področja, 
ki ga poimenujemo sintezna biologija. Znanje, ki omogoča razvoj novih materialov, temelji 
na razumevanju obstoječih bioloških sistemov in manipulaciji obstoječih v nove sintezne 
poti (Bromley in sod., 2008). 
Urejanje bioloških struktur lahko poteka na znotraj-molekulski ali na med-molekulski ravni. 
Šibke nekovalentne interakcije (vodikove vezi, hidrofobne interakcije, elektrostatske in van 
der Waalsove sile, koordinacija kovinskih mrež ter п-п povezave) omogočijo 
samozdruževanje bioloških gradnikov z minimalno prosto entalpijo. Sposobnost 
samosestavljanja se s pridom uporablja pri načrtovanju bionanomaterialov. 
Samosestavljivost, ki je vezana na privlačne in odbojne sile med delci, omogoča nove 
optične, mehanske in električne lastnosti nanoobjektov kot so nanomotorji, membrane in 
mediji, ki hranijo informacije (Ljubetič in sod., 2016). 
Pri procesu sinteze umetno zgrajenih bioloških molekul se uporabljata dva pristopa: 'z vrha 
navzdol' (ang. top-down) in 'od spodaj navzgor' (ang. bottom-up). Pri prvem se kompleksne 
molekule razdeli na njihove osnovne komponente/delce. Drugi pristop pa obravnava 
sestavljanje osnovnih delcev (molekul ali celo atomov) v makromolekule (Ikkala in ten 
Brinke, 2002; Zhang, 2003).  
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2.1.1 DNA nanomateriali 
Sinteza umetnih struktur iz nukleinskih kislin je enostavnejša od sestavljanja struktur iz 
aminokislin, zato so bili najprej razviti origamiji iz DNA. Načrtovanje dvo- in 
trodimenzionalnih struktur z uporabo nukleinskih kislin temelji na zakonitostih povezovanja 
baznih parov, kot v naravi. Vijačnico tvorijo nukleotidi, ki se povezujejo preko vodikovih 
vezi. Dvojne vezi med adeninom (A) in timinom (T) ter trojne vezi med gvaninom (G) in 
citozinom (C). Dvojna vijačnica DNA ima premer 2 nm in 3,5 nm dolg en zavoj, ki ga 
sestavlja 10 nukleotidov, kar pomeni, da zadržuje določeno dolžino. Rigidnost DNA vijačnic 
poenostavi načrtovanje končne 3D strukture (Seeman, 1982). 
Modeliranje DNA struktur se je začelo v 70-ih letih 20. stoletja z razvojem genetskega 
inženiringa s pomočjo klasičnega kloniranja z restriktazami in ligazami. Znanje o 
manipulaciji DNA preko tvorbe lepljivih koncev na mestih restrikcije so v naslednjih letih 
uporabili pri tvorbi razvejane DNA (ang. branched DNA) (Slika 1). 
 
Slika 1. Povezovanje razvejanih DNA struktur preko kompatibilnih lepljivih koncev: X je komplementaren z 
X' in Y je komplementaren z Y', v dolge planarne konstrukte (Seeman, 2006). 
Razvoj razvejane DNA strukture je bil pomemben korak v razvoju zapletenejših struktur. Za 
DNA nanotehnologije se uporablja pristop 'od spodaj navzgor', pri katerem se z vezavo 
nukleotida za nukleotidom gradijo kompleksne makromolekule. Prednost pristopa je hitra 
sinteza zaradi vzporednega potekanja več kemijskih reakcij za povezovanje nukleotidov v 
DNA vijačnico in komercialno dostopni kompleti za manipulacijo DNA strukture. Razvoj 
DNA nanotehnologij na različnih področjih kot so diagnostika, nanoelektronika, 
nanomehanika je hiter zaradi preprostosti in nizke cene metod (Seeman, 2006). 
DNA ogrodja v obliki kock z mrežnim sistemom so bila razvita z namenom določanja 
strukture makromolekul s pomočjo kristalografije (Slika 2). V DNA mreži se preiskovane 
makromolekule uredijo v kristal in so stabilno orientirane v prostoru, tako da jim preko 
odboja rentgenskih žarkov lahko določimo strukturo. Preproste DNA razvejane strukture so 
uporabne tudi kot nanoelektronske komponente, ki v prisotnosti iona formirajo molekularno 
sinapso (nanožico iz DNA) (Seeman, 2006). 
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Slika 2. Uporaba DNA nanomaterialov. (a) Ogrodje iz DNA, na katerega se pripnejo makromolekule za 
določanje lastnosti s kristalografskimi metodami. (b) Regulirano povezovanje nanožic iz DNA in tvorjenje 
molekularne sinapse ob prisotnosti ionov (Seeman, 2006). 
Na DNA nanostrukture se poleg bioloških molekul lahko vežejo tudi anorganski delci, ki 
omogočijo prevodnost (Patolsky in sod., 2002) ali pa se uporabijo kot ogrodje za sestavljanje 
proteinov (Kuzyk in sod., 2009).  
Načrtovanje sekvenc, ki se zvijejo v vnaprej definirane strukture, temelji na predpostavki, 
da molekulska geometrija in struktura dvojne vijačnice nista odvisni od nukleotidnega 
zaporedja. Predpostavka ne drži popolnoma, ker določena vrsta nukleotida ali visoka 
koncentracija G-C parov vplivata na upogibanje DNA vijačnice in formiranje sekundarnih 
struktur. Pri načrtovanju DNA nanomaterialov so se naučili izogibati zaporedjem, ki bi 
vplivala na prostorsko strukturo in so  pripravili dvodimenzionalne objekte poljubnih oblik 
(Rothemund in sod., 2006; Goodman in sod., 2004). Nadaljevali so s 3D nanostrukturami, 
kot so tetraedri, kocke in oktaedri (He in sod., 2008; Li in sod., 2010).  
DNA origami je tehnika razvita s strani Paula Rothemunda leta 2006 in predstavlja 
tehnološki preboj na področju strukturne DNA nanotehnologije. S to metodo lahko 
enoverižno molekulo DNA s pomočjo približno 200 t.i. spenjalnih nukleotidov in s 
termičnim prileganjem zvijemo v poljubno 2D ali 3D obliko (Slika 3). V nasprotju s 
proteinskimi nanomateriali, DNA materialov ne moremo sintetizirati in vivo, temveč  gre za 
proces s počasnim prileganjem oligonukleotidov v mešanici. 
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Slika 3. 3D DNA nanostrukture (DNA origami). Kompleksne nanostrukture zgrajene s pomočjo spenjalnih 
nukleotidov, ki jim lahko rigidno določimo dimenzije in oblike: (a) kocka, (b) tetraeder, (c) oktaeder, (d) 
prizme, (e) in (f) ikozaedri (Lin in sod., 2009). 
2.1.2 Proteinski nanomateriali 
Načrtovanje polipeptidnih struktur je kompleksnejše od načrtovanja DNA struktur. Za 
gradnjo proteinskih struktur je na voljo 20 različnih aminokislin, medtem ko so molekule 
DNA sestavljene le iz štirih različnih nukleotidov. Zaradi pestrosti aminokislinskih ostankov 
je na voljo več različnih stranskih funkcionalnih skupin (hidrofobne, polarne, kisle, bazične), 
katere s pravilnim kombiniranjem tvorijo stabilnejšo strukturo od DNA vijačnice. Stranske 
skupine omogočajo funkcionalne interakcije in medmolekulsko ter intramolekulsko 
katalitično aktivnost. Napovedovanje sekundarne strukture proteina in interakcij med 
stranskimi skupinami je težje zaradi povečanega števila možnosti in kombinacij pri izbiranju 
aminokislin (Bromley in sod., 2008; Gradišar in Jerala, 2014). Določeno zaporedje vodi v 
eno stabilno 3D strukturo, zato proces zvijanja lahko napovemo z molekulskim 
modeliranjem in programiranjem. Z računalniškimi algoritmi si pomagamo pri načrtovanju 
končne strukture in optimizaciji aminokislinskega zaporedja, kar zmanjša potrebno energijo 
za samozvijanje proteina (King in sod., 2012). Za zvijanje v kompleksne strukture se 
potrebne daljnosežne interakcije (ang. long range interactions). Te interakcije de novo 
sintetiziranim proteinom dodajamo s pomočjo računalniških orodji kot je Rosetta, ki 
simulirajo zvitje proteina. Aminokislinsko zaporedje je optimizirano z modeliranjem 
parametrov za interakcije večjega dosega, pri čemer jim je uspelo povečati dolžino 
polipeptida, ki se zvije v načrtovano obliko. Na daljnosežnost interakcije vpliva vrsta 
aminokislinskega ostanka. Alfa vijačnice se povežejo z interakcijami z večjim dosegom 
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preko 4-10 aminokislinskih ostankov, medtem ko se pri beta ploskev povežejo tudi preko 
11-20 aminokislinskih ostankov (Ljubetič in sod., 2017; Gromiha in Selvaraj, 1999). 
Načrtovanje umetnih proteinov se je začelo s snopom štirih alfa vijačnic, ki so jih najprej 
povezali preko interakcij površin vijačnic, nato pa dodali še povezovalna zaporedja med 
vijačnicami (Slika 4). Prvi proteini so bili sestavljeni s sistematskim načrtovanjem in iz 
minimalnega števila različnih aminokislin (Regan in DeGrado, 1988). Hecht in sodelavci 
(1990) so nadaljevali razvoj načrtovanja proteinov, tako da so namesto minimalnega števila 
različnih aminokislin uporabili toliko različnih aminokislin kot bi jih našli v podobnih 
proteinih v naravi. 3D struktura pri prvih umetnih proteinih ni bila napovedana glede na 
aminokislinsko zaporedje. Pristop je namreč temeljil na izbiri aminokislin, ki je pri proteinih 
v naravi prinesla določeno prostorsko obliko.  
 
Slika 4. Sistematski pristop k povezovanju štirih vijačnic v snop (Regan in DeGrado, 1988). 
Razvoj bionanotehnologij se je nadaljeval s sintezo pametnih materialov. Nastali so proteini, 
ki tvorijo hidrogele, nanopeptidi z lastnostmi surfaktantov, peptidi s pritrjevalnimi 
domenami in preklopni peptidi, ki lahko preko zunanjega dražljaja spreminjamo 
konformacijo (Zhang, 2003). Umetno načrtovanim proteinom so želeli dodati funkcijo z 
dodajanjem vezavnih mest za kovinske ione. V naravi so proteini z vezanimi kovinskimi 
ioni vpleteni v reakcije katalize in prenos elektronov (Ryadnov in Woolfson, 2004).  
Petka in sod. (1998) so pripravili rekombinantne proteine, ki se v izbranih pogojih uredijo v 
3D mrežo z reverzibilnim prehajanjem iz viskozne v gel obliko s spreminjanjem temperature 
in pH. Razvoj hidrogelov so nadaljevali Grove in sodelavci (2012) s samopovezovanjem 
TPR peptidov preko PEG molekul. Razvejane molekule PEG se preko peptida povežejo s 
proteini, v katere so ujeti peptidi z določenim učinkovanjem. Struktura hidrogela je odvisna 
od pH vrednosti in ionske jakosti. V mikrookolju okoli tumorjev so ugodni pH pogoji za 
razpad gela, kar povzroči proste peptidne učinkovine.  
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Padilla in sodelavci (2001) so sestavili simetrične nanomateriale v obliki filamentov in 
poliedrov po zgledu naravnih proteinov kot so virusne kapside, aktinski filamenti in S-plasti. 
Poliedrične strukture so bile zgrajene s fuzijo dveh proteinov sposobnih di- in trimerizacije 
(Slika 5a levo). Proteina so povezali z alfa vijačnicama in kratkim aminokislinskim 
zaporedjem (modre barve), kar je vzpostavilo rigidno planarno strukturo, ki tvori polieder 
(Slika 5b in c levo). Po principu fuzije dveh proteinskih domen, ki polimerizirajo, so zgradili 
še filamentno strukturo (Slika 5 desno). 
 
Slika 5. Koncept sestavljanja polipeptidov s fuzijo dveh proteinskih domen, ki sta sposobni polimerizacije. 
Levo je primer sestavljanja domen v poliedrično strukturo in desno primer filamenta (Padilla in sod., 2001). 
V nadaljnih raziskavah so poskušali graditi 3D strukture iz proteinskih domen, ki ne 
dimerizirajo v naravi, ker bi tako lahko načrtovali strukture z večjim naborom (izbiro) 
proteinov. Ukvarjali so se s površinami na proteinih in jim načrtno spreminjali lastnosti za 
izboljšanje interakcij s tarčnim proteinom. Naravni dimeri vsebujejo v mestih vezave 40 % 
polarnih aminokislinskih ostankov, zato so z modelirnim programom Rosetta povečali 
polarnost za boljšo interakcijo med dvema proteinskima domenama. Težje je bilo v mestih 
interakcije zagotoviti tvorjenje vodikovih vezi in elektrostatskih interakcij, ker računalniški 
algoritmi v programu Rosetta ne zajamejo vseh možnih interakcij med funkcionalnimi 
skupinami aminokislinskih ostankov (Stranges in Kuhlman, 2013). 
2.2 NANOMATERIALI NA PODLAGI OBVITIH VIJAČNIC 
Razvoj polipeptidnih obvitih vijačnic se je opiral na DNA nanotehnologije, pri katerih se 
kompleksne 3D strukture gradijo preko komplementarnega povezovanja nukleinskih kislin 
v dvojno vijačnico. Načrtovanje dolge polipeptidne verige, ki se zvije glede na parne 
interakcije aminokislinskih ostankov, je preprostejše od načrtovanja kompaktnih proteinov, 
pri katerih je pot zvijanja zapletenejša. Pri načrtovanju obvitih vijačnic so pomembne regije 
s ponavljajočimi se zaporedji in interakcije v izoliranih regijah, medtem ko moramo pri 
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globularnih proteinih poskrbeti za vrsto interakcij v hidrofobnem jedru. Pri  načrtovanju 
nanomaterialov iz obvitih vijačnic so združili robustnost komplementarnosti, ki je značilna 
za DNA strukture in raznovrstnost funkcionalnih skupin, ki jih prinašajo aminokislinski 
ostanki v proteinskih strukturah (Gradišar in sod., 2013; Lapenta in sod., 2018). Racionalen 
dizajn struktur iz obvitih vijačnic temelji na modelih, ki sledijo Crickovim enačbam. Obvite 
vijačnice imajo rigidno strukturo, kateri lahko določimo specifične interakcije ortolognih 
parov in razložimo dimerizacijo vijačnic v željeno strukturo (Crick, 1953). Obvite vijačnice 
so sekundarne strukture proteina, pri katerih se 2 do 7 alfa vijačnic obvije ena okoli druge v 
levosučni orientaciji. En zavoj predstavlja 3,5 aminokislinskih ostankov, kar pomeni, da dva 
zavoja tvorita 1 nm dolgo heptado iz 7 aminokislin (Slika 6a). Kot osnovni element so pri 
obvitih vijačnicah definirane heptadne ponovitve, ki tvorijo dimer z drugim 
komplementarnim elementom. Med posamezne segmente obvitih vijačnic je vstavljen krajši 
povezovalni peptid, ki skrbi za gibljivost in približa komplementarne segmente, da lahko 
tvorijo obvite vijačnice (Gradišar in sod., 2013). 
Obstajata dva principa de novo zasnove obvitih vijačnic: pozitiven in negativen koncept. Pri 
pozitivnem so v aminokislinsko zaporedje zajeta pravila, ki oblikujejo ciljno strukturo in 
stabilizirajo vijačnici. Negativni koncept pa je usmerjen k destabilizaciji nezaželenih 
povezav in preprečitvi povezovanja v konkurenčne strukture. Pri načrtovanju proteinov iz 
obvitih vijačnic se pogosto uporablja kombinacija obeh za izboljšano specifičnost vezave in 
ortogonalnost med vijačnicama, ki se povežeta v dimer. Natančno določeno zaporedje 
aminokislinskih ostankov na mestih v heptadnih ponovitvah (mesta a, b, c, d, e, f, g) pri 
pravilnem dizajnu stabilizira obvito vijačnico (Slika 6a). Medmolekulske interakcije med 
aminokislinskimi ostanki izkoristimo za stabilizacijo ali destabilizacijo oligomerov (Mason 
in sod., 2007). Za hidrofobne interakcije med ostanki na pozicijah a in d poskrbijo 
hidrofobne aminokisline Ile, Leu in Val. Kadar sta na teh dveh mestih hidrofilni aminokislini 
Asn ali Lys, se poveča specifičnost dimerizacije na račun znižane stabilnosti. Med mestoma 
e in g, ki pogosto vsebujeta polarni aminokislini Lys in Glu, obvite vijačnice dodatno 
stabilizirajo solni mostički (ang. salt bridges). Solni mostički v strukturi povečajo 
termostabilnost proteina. Mesta b, c in f se ne povezujejo s sosednjimi vijačnicami, vendar 
so vpletene v stabilizacijo alfa vijačnice (Lapenta in sod., 2018; Mason in sod., 2007; 
Woolfson in sod., 2005). Načrtovanje sintetičnih peptidov so olajšali računalniški algoritmi 
(Rosetta, Modeller, CoCoPOD) in zbirke podatkov o obvitih vijačnicah (The CC+ Database, 
PDB), ki na osnovi doslej zbranih podatkov predvidijo stabilnost obvite vijačnice (Mason in 
sod., 2007; Testa in sod., 2009).  
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Slika 6. Dizajn obvitih vijačnic. (a) Interakcije med paralelnima in antiparalelnima vijačnicama ene heptade 
(a, b, c, d, e, f, g). (b) Primerjava paralelne in antiparalelne strukture obvitih vijačnic ter antiparalelne strukture 
DNA (Ljubetič in sod., 2017). 
Papapostolou in sodelavci (2007) so razvili proteinska vlakna, ki nastanejo s 
samozdruževanjem peptidov v obvite vijačnice. Vlakno je zgrajeno iz dveh peptidov z 
leucinsko zadrgo in se združita z naslednjim parom peptidov preko komplementarnih koncev 
(Slika 7). Z racionalnim načrtovanjem so na zunanjih delih obvitih vijačnic izpostavili nabite 
aminokisline, ki so omogočile povezavo več polipeptidnih obvitih vijačnic. 
 
Slika 7. Razvoj proteinskega vlakna od obvite vijačnice do fibrila (Papapostolou in sod., 2007).  
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Iz obvitih vijačnic je bilo razvitih več proteinskih hidrogelov, ki so temperaturno občutljivi 
in jih zato lahko reguliramo. Temperaturna regulacija poveča uporabnost gelov v medicini 
za natančnejšo  dostavo učinkovin v obolela tkiva ali za spodbujanje regeneracije tkiv 
(Banwell in sod., 2009; Olsen in sod., 2010; Glassman in sod., 2013).  
Obvite vijačnice so bile sestavljene v kompleksnejše strukture, ki jim pravimo proteinski 
origamiji (CCPO, ang. coiled coil protein origami). V naslednjih poglavjih je opisana 
strategija nastanka CCPO v obliki tetraedra. Zaradi samozvitja proteinskih origamijev in 
vivo v različnih organizmih imajo le-ti potencial za uporabo v biomedicini in biotehnologiji 
(Lapenta in sod., 2018). 
2.2.1 Polipeptidna tetraedrična kletka iz obvitih vijačnic 
Iz obvitih vijačnic se lahko sestavijo različni poliedri med katerimi ima tetraeder 
najpreprostejšo geometrijsko strukturo. Rekombinantna de novo zasnovana polipeptidna 
veriga se sama sestavi v nanometrsko tetraedrično strukturo po principu, ki je podoben 
komplementarnemu parjenju baz v dvojni vijačnici DNA. Aminokislinsko zaporedje se 
sintetizira kot dolga veriga, pri čemer se alfa vijačnice v tandemu zvijejo v obvite vijačnice. 
Kompatibilnost posameznih alfa vijačnic in njihova orientacija ureja zvitje v tetraedrično 
ogrodje. Reakcije med napačnimi alfa vijačnicami bi povzročile napačno zvitje, zato je 
pomembno skrbno načrtovanje aminokislinskega zaporedja. Aminokislinska zaporedja alfa 
vijačnic, ki tvorijo polipeptidno verigo, so prekinjena z aminokislinskim povezovalcem Gly-
Ser-Gly-Pro-Gly. Povezovalno zaporedje skrbi za pravilno usmerjenost alfa vijačnic in 
fleksibilnost strukture med zvijanjem v 3D obliko (Gradišar in sod., 2013). 
2.2.1.1 Načrtovanje tetraedrične kletke iz obvitih vijačnic 
Proteinske strukture na podlagi obvitih vijačnic omogočajo načrtovanje polipeptidnih 
zaporedij, ki se in vivo zvijejo v predvideno obliko. Zvitje reguliramo z izborom tipov in 
zaporedij modulov, ki tvorijo obvite vijačnice. Načrtovanje proteinov na podlagi topologije 
obvitih vijačnic imenujemo racionalen koncept načrtovanja 3D strukture. Tetraedrični 
modeli iz polipeptidne verige so bili generirani s platformo CoCoPOD (github.com/NIC-
SBI/CC_protein_origami), ki pomaga pri  kombiniranju posameznih modulov v končno 
strukturo. Obvite vijačnice, ki sestavljajo tetraeder, se razlikujejo glede na neto naboj, 
stabilnost in dolžino. CoCoPOD algoritmi poskrbijo, da so pri načrtovanju ti parametri 
upoštevani. Za sestavljanje molekularnega modela tetraedra se uporablja programska 
oprema Modeller, kamor so bili uvoženi podatki iz baz (Protein Data Bank, The CC+ 
Database) za obvite vijačnice. Z Modellerjem so bile določene razdalje med atomi in 
torzijski koti med aminokislinami za 200 strukturnih modelov iz obvitih vijačnic, ki so jih 
nato preverili še z MolProbity ter zožili nabor (Gradišar in sod., 2013; Ljubetič in sod., 
2017). 
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Tetraeder je geometrijski lik s šestimi robovi, kar pomeni, da potrebujemo 12 polipeptidnih 
vijačnic, ki se povežejo v šest obvitih vijačnic (Slika 8). 12 peptidnih segmentov znotraj ene 
polipeptidne verige se poveže v homodimerne ali heterodimerne ortogonalne pare v različnih 
orientacijah. S teorijo analize grafov (ang. graphy theory analysis) so dokazali, da mora 
tetraeder za pravilno konstrukcijo zajemati kombinacijo paralelno in antiparalelno 
usmerjenih dimernih segmentov. Poleg tega je nastanek različnih modelov tetraedra omejen 
s številom razpoložljivih ortologonalnih parov obvitih vijačnic. Za razliko od DNA, kjer je 
parjenje verige na robu vedno antiparalelno, se pri polipeptidih poveča nabor orientacij na 
paralelne in antiparalelne. Paralelni in antiparalelni segmenti se zvijejo v tetraeder, če so 
kombinirani v razmerju 1:1 (tri paralelni in tri antiparalelni pari vijačnic) ali v razmerju 2:1 
(štirje paralelni in dva antiparalelna para vijačnic) (Gradišar in sod., 2013). Teorija analize 
grafov prikaže interakcije med proteinskimi domenami in pomaga načrtovati segmente, ki 
se uspešno povežejo v 3D strukturo. Kompleksne proteinske strukture lahko sestavimo iz 
ene polipeptidne verige, medtem ko za enako strukturo origamija iz nukleotidov 
potrebujemo več DNA vijačnic (Li in sod., 2009).  
 
Slika 8. Dizajn tetraedrične kletke iz obvitih vijačnic. (a) Paralelni in antiparalelni homodimeri ter 
heterodimeri, ki sestavljajo tetraeder. Sive črte nakazujejo tandeme vijačnic. (b) Zvitje poliedra sledi 
Eulerianovi poti za nastanek optimalne topologije strukture (Gradišar in sod., 2013). 
Če so tetraedru (TET12) odstranili polipeptidni segment za eno obvito vijačnico (TET11), 
se je povečala agregacija proteina, izoliran protein je bil manj stabilen in imel večji 
hidrodinamski premer. S tem so potrdili, da tetraeder za pravilno strukturo potrebuje šest 
obvitih vijačnic sestavljenih iz 12 segmentov. Pogoj za nastanek tetraedra je tudi 
polipeptidna veriga, ki se začne in konča v istem oglišču, kar so dokazali z vezavo cepljenega 
YFP (ang. split YFP) na oba konca verige. Na N' konec večine uporabljenih obvitih vijačnic 
je dodano zaporedje štirih aminokislin (SPED), ki stabilizira začetek alfa vijačnice. 
Tetraeder brez dodane sekvence SPED se po temperaturni denaturaciji ni bil sposoben zviti 
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v originalno nativno obliko. Med peptidne segmente so dodana štiri aminokisline dolga 
povezovalna zaporedja, ki skrbijo za fleksibilnost strukture (Gradišar in sod., 2013). 
Količina proteina TET12 v topni obliki se je povečala z zamenjavo aminokislin v bolj 
negativno nabite aminokisline. Gre za aminokisline, ki ne sodelujejo pri interakcijah med 
vijačnicama in štrlijo iz obvitih vijačnic (mesta: b, c, f) (Slika 8). Iz netopnega proteina z 
neto negativnim nabojem -9 (TET12), so povečali neto negativen naboj proteina na -33 
(TET12S) ter nato na -47 (TET12SN). S je okrajšava za prvo topno (ang. soluble) različico 
tetraedra (TET12S), medtem ko SN v okrajšavi pomeni dodatno povečanje negativnega neto 
naboja proteina (ang. supercharged) v različici TET12SN. Modifikacije na b, c, f mestih torej 
ne vplivajo na ortogonalnost obvitih vijačnic, temveč na topnosti proteina in njegovo 
stabilnost (Ljubetič in sod., 2017). 
2.2.1.2 Elementi polipeptidne tetraedrične kletke z vezanimi fluorescečnimi in 
luciferaznimi proteinskimi domenami 
V magistrski nalogi uporabljena tetraedrična kletka ima topologijo, ki vključuje štiri 
paralelne in dve antiparalelni obviti vijačnici. Ogrodje z več paralelnimi dimeri v strukturi 
je bilo izbrano, ker je paralelna orientacija pogosteje prisotna v proteinih uspešno izoliranih 
iz narave. Na oglišča tetraedrične kletke bosta v različnih kombinacijah vezana fuzijska 
proteina: zeleni fluorescenčni protein (sfGFP) in Renilla luciferaza (rLuc).  
Trije robovi tetraedrične kletke so sestavljeni iz ortogonalnih heteromernih dimerov, ki so 
usmerjeni paralelno in poimenovani: P3mSN – P4mSN, P5mSN – P6mSN in P7mSN – 
P8mSN (Slika 8, zgoraj). Peptidi (P3 do P8) so sestavljeni iz štirih heptadnih ponovitev in 
imajo dizajnirano aminokislinsko zaporedje, ki poveča stabilnost ogrodja in specifičnost 
vezave obvitih vijačnic. Heptade v peptidih se morajo razlikovati v načinu interakcije na 
mestih a, d, e in g. Preostale tri robove tetraedra sestavlja paralelni homodimer podoben 
transkripcijskemu faktorju GCN4 iz kvasovke in antiparalelna homodimera APHshmSN in 
BCRmSN. Peptidni segmenti so povezani z aminokislinskim povezovalcem Gly-Ser-Gly-
Pro-Gly, ki skrbi za fleksibilnost polipeptidne strukture. Aminokislinsko zaporedje 
segmentov vijačnic in aminokislinskega povezovalnega zaporedja je podano v prilogi A. Pro 
in Gly sta del povezovalnega peptida, ker prekineta obvito vijačnico in poskrbita, da se ne 
nadaljuje v naslednji segment (Gradišar in sod., 2013). 
Protein APHshmSN tvori stabilno, homodimerno, antiparalelno obvito vijačnico iz šestih 
heptad. Antiparalelno orientacijo so dosegli z vključevanjem osmih aminokislin, ki so 
ugodne za vzpostavitev antiparalelnosti in osmih aminokislin, ki so neugodne za 
vzpostavitev paralelne usmeritve obvitih vijačnic. Povezovanje preko elektrostatskih 
interakcij je na N’ koncu peptida povzročil Glu na e in g mestu ter Lys na C’ koncu peptida 
na e’ in g’ mestu (Gurnon in sod., 2003). 
Protein BCR je del onkoproteina, ki nastane s fuzijo genov bcr in abl. Dve domeni BCR 
tvorita obvito vijačnico v obliki antiparalelnega homodimera. V naravi se dimera povežeta 
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in nastane tetramer. Za rekombinantno proteinsko kletko je bila uporabljena večja domena 
BCRmSN iz 36 aminokislinskih ostankov brez manjše domene BCRmSN, ki ima vlogo 
križnega povezovanja pri tvorbi tetramera (Taylor in Keating, 2005). 
Proteinski tetraeder je idealno ogrodje za predstavitev proteinskih domen, ki imajo funkcijo 
vezavnih proteinov, encimsko ali drugo aktivnost. Gradišar in sodelavci (2013) so na 
tetraedrično kletko (TET12) z direktno fuzijo uspešno pripeli proteinske domene (rumeni in 
zeleni fluorescenčni protein) na N' in C' konec polipeptidne kletke. Sledila je ideja o fuziji 
luciferaznih in fluorescenčnih proteinskih domen na vse oglišča ogrodja.  
Uspešna metoda za preverjanje prisotnosti in aktivnosti rekombinantnih proteinov je 
dodajanje fuzijskega fluorescenčnega proteina (GFP, ang. green fluorescent protein), ki 
zavzame 3D obliko beta sodčka, skozi katerega gre alfa vijačnica. Iz naravnega (ang. wild-
type) GFP-ja so razvili različice proteina, ki ne motijo strukture preiskovanega proteina in 
emitirajo močnejšo svetlobo (YFP, eGFP, frGFP, sfGFP, itd.). Za uporabo pri različnih 
metodah so zamaknili valovne dolžine vzbujanja elektronov in emisije fluorescence. 
Vzpostavili so mutacije zaradi katerih se GFP zvije hitreje in razvili razcepljene (ang. split-
GFP) različice GFP-ja za študij in vivo interakcij med proteini. 'Superfolded' GFP (sfGFP) 
je 238 aminokislin dolga robustna in stabilna različica avGFP proteina razvitega za področje 
fluorescenčnih markerjev v biosensenzoriki. Z molekularno evolucijo so iz avGFP preko 
frGFP pridobili sfGFP, ki ima v E. coli topno ekspresijo. Prednost sfGFP različice je, da 
nepravilno zviti proteini, na katere je pripet nimajo vpliva na njegovo zvitje. Ekscitacijski 
vrh za sfGFP je pri valovni dolžini 485 nm in emisijski maksimum pa ima vrednost 510 nm 
(Pedelacq in Cabantous, 2019). 
Za potencialno preverjanje strukture z BRET metodo bo na oglišča tetraedra poleg sfGFP 
pripeta tudi Renilla luciferaza (rLuc). Renilla luciferaza je manjši protein od luciferaze, ki 
izvira iz kresnice, in jo bomo uporabili, ker je možnost motnje zvijanja tetraedričnega 
ogrodja tako manjša. Renilla luciferaza se s 311 aminokislin dolgim zaporedjem približa 
velikosti sfGFP proteina. Poleg tega Renilla luciferaza ob prisotnosti substrata 
koelenterazina (ang. coelenterazine) proizvaja modro svetlobo valovne dolžine 480 nm, kar 
ustreza ekscitacijskemu maksimumu sfGFP (Wang in sod., 1998). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SHEMA LABORATORIJSKEGA DELA  
 
Slika 9. Shematski prikaz poteka nastajanja tetraedričnih kletk z vezanimi luciferaznimi in fluorescenčnimi 
domenami tekom magistrskega dela. 
3.2 MATERIAL 
3.2.1 Kemikalije 
3.2.1.1 Kemikalije, encimi in komercialno dostopni kompleti 
Preglednica 1. Kemikalije uporabljene pri laboratorijskem delu. 
Kemikalije Proizvajalec 
β-merkaptoetanol Sigma-Aldrich 
Agaroza Thermo Fisher Scientific 
Akrilamid Sigma-Aldrich 
Ampicilin GoldBio 
Amonijev persulfat (APS) Sigma-Aldrich 
Barvilo InstantBlue Expedeon 
Benzonaza Millipore 
Dimetilsulfoksid (DMSO)  Sigma-Aldrich 
dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) Thermo Fisher Scientific 
Čistilo za kvarčne pipete Hellmanex Sigma-Aldrich 
Etanol Merck 
Etidijev bromid  Sigma-Aldrich 
Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Sigma-Aldrich 
Glicerol CARLO ERBA Reagents 
Gojišče Lauria-Bertani (LB) po Millerju  Sigma-Aldrich 
Imidazol Sigma-Aldrich 
Izopropanol  Merck 
Izopropilβ-D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG) Inalco Pharmaceuticals 
Kanamicin  GoldBio 
Lizocim Sigma-Aldrich 
Mešanica proteaznih inhibitorjev za proteine z oznako His (CPI-His) Sigma-Aldrich 
Natrijev dodecilsulfat (NaDS) Sigma-Aldrich 
Natrijev hidroksid (NaOH)  Merck 
Natrijev klorid (NaCl)  Sigma-Aldrich 
 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 1  
Kemikalije Proizvajalec 
Ni-NTA (nitrilotriocetna kislina) agarozno polnilo Sigma-Aldrich 
N,N'-metilen-bis-akrilamid Sigma-Aldrich 
N, N, N, N-tetrametil-etilendiamin (TEMED) Serva 
Trikloroocetna kislina (TCA) Merck 
Tris (Trizma base)  Sigma-Aldrich 
 
Slika 10. Uporabljeni velikostni standardi/lestvice za elektroforeze. Levo: DNA lestvica za agarozno gelsko 
elektroforezo: »GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder«. Desno: proteinska lestvica za NaDS-PAGE: »PageRuler™ 
Plus Prestained Protein Ladder«. 
 
Preglednica 2. Encimi, lestvice in kompleti uporabljeni pri laboratorijskem delu. 
Encimi, lestvice in kompleti Proizvajalec 
2× »DreamTaq Green PCR Master Mix« New England Biolabs 
5× hitri ligacijski pufer za DNA-ligazo T4 (ang. »rapid ligation buffer«) New England Biolabs 
5x pufer Phusion HF  Thermo Fisher Scientific 
6x nanašalni pufer za agarozno elektroforezo New England Biolabs 
Komplet za izolacijo plazmidne DNA »GeneJET Plasmid Miniprep Kit« Fermentas 
Komplet za čiščenje DNA iz agaroznega gela »peqGold Gel Extraction Kit« VWR 
Lestvica »GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder« Thermo Fisher Scientific 
Lestvica »PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder« Thermo Fisher Scientific 
»Phusion High-Fidelity« DNA polimeraza Thermo Fisher Scientific 
Pufer 3.1, 2.1, »cutsmart« za restrikcijo New England Biolabs 
Restriktaza BsaI »High Fidelity v. 2« New England Biolabs 
Restriktaza »Fast Digest« HindIII  New England Biolabs 
Restriktaza BamHI New England Biolabs 
Restriktaza XbaI New England Biolabs 
Restriktaza NdeI New England Biolabs 
DNA-ligaza T4 New England Biolabs 
»Taq« DNA polimeraza  Thermo Fisher Scientific 
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3.2.1.2 Pufri in raztopine 
Preglednica 3. Pufri in raztopine uporabljeni pri laboratorijskem delu. 
Pufri in raztopine 
0,8 do 1,0 % agarozni gel Ustrezno maso agaroze raztopimo v 100 ml 1x TAE pufra. 
8 % ločitveni poliakrilamidni gel 0,5 % (v/v) TEMED, 0,05 % (w/v) APS, 8 % (w/v) 
bisakrilamid, 0,1 % (w/v) NaDS, 375 mM Tris-HCl (pH 8,8). 
4 % vstopni poliakrilamidni gel 0,1 % (v/v) TEMED, 0,05 % (w/v) APS, 4 % (w/v) 
bisakrilamid, 0,1 % (w/v) NaDS, 125 mM Tris-HCl (pH 8,8). 
4x nanašalni pufer za NaDS-PAGE  138 mM NaDS, 125 mM Tris-HCl (pH 6,8), 40 % (v/v) 
glicerol, 10 % (v/v) β-merkaptoetanol, 0,1 % (w/v) bromfenol 
modro.  
10x pufer za NaDS-PAGE  250 mM Tris, 1,92 M glicin, 1 % (w/v) NaDS, (pH 8,3). 
50x TAE pufer za agarozno gelsko 
elektroforezo 
2M Tris, 5,71 % (v/v) ledoocetna kislina, 50 mM EDTA, pH 
8,0. 
Lizirni pufer 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 10mM imidazol, benzonaza, CPI 
inhibitor, pH 8,0. 
Pufer A za spiranje Ni-NTA kolone 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0. 
Pufer B za spiranje Ni-NTA kolone 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0. 
Pufer za cirkularni dikroizem 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10% (v/v) glicerol, pH 7,5 
Pufer za elucijo iz Ni-NTA kolone 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,0 
SEC pufer 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10% (v/v) glicerol, pH 7,5 
SEC-MALS pufer SEC pufer brez dodanega glicerola.  
3.2.2 Gojišča  
Gojišča so bila sterilizirana z avtoklaviranjem 20 min pri 121 °C.  
Preglednica 4. Sestava gojišč in njihova priprava. 
 Sestava gojišča Priprava  
Tekoče LB gojišče Kazeinski hidolizat (10 g/l), 
kvasni ekstrakt (5 g/l), NaCl (10 
g/l), pH 7,0. 
25 g/l LB 
Demineralizirana 
voda. 
Trdno LB gojišče 25 g/l LB, 15 g/l agar  
TB gojišče Tripton (12g/l), kvasni ekstrakt 
(24 g/l), KH2PO4 (2,3 g/l), 
K2HPO4 (12,5 g/l). 
47,6 g/l TB, glicerol 
(0,004 % (v/v) ) 
Dodajanje antibiotikov (Amp/Kan) v gojišča iz založne raztopine v končno koncentracijo 
(100 µg/ml).   
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3.2.3 Laboratorijska oprema 
Preglednica 5. Laboratorijska oprema in pribor uporabljen pri laboratorijskem delu. 
Laboratorijska oprema in pribor Proizvajalec 
Avtomatske pipete (10 ml, 5 ml, 1000 µl, 200 µl, 100 µl, 10 µl)   Eppendorf, Gilson 
Tehtnica Tehtnica Železniki 
Centrifuga 5415R Eppendorf 
Centrifuga Avanti J-E Beckman 
Centrifuga Universal 320 R Hettich 
Centrifugirke Greiner Sarstedt 
Detektor DAWN 8+ za merjenje sipanja svetlobe pri več kotih 
(MALS) 
Wyatt Technology Corporation 
Elektroforezna banjica  Horizont 




Kivete za merjenje OD600nm  BRAND GmbH + CP KG  
Koncentratorji Amnicon Milipore 
Kromatografska kolona za SEC HiLoad 16/600 Superdex pg GE Healthcare 
Kromatografska kolona za SEC HiLoad 26/600 Superdex pg; 
različne kolone z različno višino polnila 
GE Healthcare 
Kromatografska kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL GE Healthcare 
Kromatografski sistem ÄKTA za izvedbo gelske filtracije GE Healthcare 
Kvarčne kivete Hellma 
Ledomat Scotsman Ice Machines 
Magnetno mešalo IKA, Eppendorf 
Membranski filtri (velikost por: 0,22 µm in 0,42 µm) Sartorius Stedim Biotec GmbH 
Mikrocentrifugirke Sarstedt 
Mikrovalovna pečica Moulinex 
Namizna centrifuga MiniSpin Eppendorf 
Naprava za verižno reakcijo s polimerazo Applied Biosystems 
Naprava za pripravo dH2O in MQ Veolia Water Technologies 
Nastavki za pipete Sarstedt 
Parafilm Bemis Company 
Parni sterilizator A-500/700 Kambič  
pH meter WTW InoLab Xylem Analytics 
Plastične centrifugirke (15,0 ml in 50,0 ml) Sarstedt 
Polnilo za Ni-NTA kromatografijo Golden Biotechnology 
Program UNICORN 7.1 za analizo podatkov pridobljenih s SEC  GE Healthcare 
Program ASTRA 6 za analizo podatkov pridobljenih s SEC-MALS  Wyatt Technology Corporation 
Program Chirascan verzija 4.5.1848.0 za analizo podatkov 
pridobljenih s spektropolarimetrom Chirascan  
Applied Photophysics 
Rokavice Kimberly-Clarck 
Sistem za filtriranje Milipore 
 se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 5  
Laboratorijska oprema in pribor Proizvajalec 
Sistem Mini-PROTEAN II za PAGE  Biorad 
Sistem za poliakrilamidno gelsko elektroforezo Biorad 
Sistem za fotografiranje agaroznih in NaDS-PAGE gelov DNR Bio-Imaging Systems 
Spektrofotometer Agilent Carry 8454 UV-Vis Agilent Technologies 
Spektrofotometer Nanodrop ND-1000 Thermo Scientific 
Spektropolarimeter Chirascan za merjenje CD Applied Photophysics 
Steklovina: erlenmajerice, čaše, merilni valji, steklenice Schott-Duran 
Inkubator  Kambič 
Termoblok Thermomixer comfort Eppendorf 
Termoelektrična naprava pri spektropolarimetru za merjenje CD MelCOR 
Termostatirana vodna kopel Lauda 
Ultrazvočna naprava za razbijanje celic TMX 400 Tekmar 
UV presvetljevalnik / transiluminator za agarozne gele Biometra Ti 3 Analytik Jena AG 
UV/VIS spektrofotometer Chemass 
Viale in pokrovčki Agilent 
Vir napetosti PS500X za napravo za agarozno elektroforezo Hoefer 
Vir napetosti za sistem za izvedbo PAGE Bio-Rad 
Visoko zmogljiva centrifuga Beckman 
Zamrzovalna skrinja (-80 °C) Sanyo 
3.2.4 Plazmidi  
Preglednica 6. Klonirni in produkcijski vektor za pripravo proteinskih konstruktov. 
Plazmida Ime Vir 
(a) Klonirni vektor modificiran pTwist Twist 
(b) Produkcijski vektor pET-41a  Kemijski inštitut, Odsek za 
sintezno biologijo in imunologijo 
3.2.5 Bakterijski sevi 
Preglednica 7. Uporabljena bakterijska seva E. coli. 
Sev Genotip  Uporaba Vir  
Top10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 
araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 
rpsL(StrR) endA1 λ- 
Laboratorijski sev za 





NiCo21(DE) can::CBD fhuA2 [lon] ompT gal (λ 
DE3) [dcm] arnA::CBD slyD::CBD 
glmS6Ala ∆hsdS λ DE3 = λ sBamHIo 
∆EcoRI-B int::(lacI::PlacUV5::T7 
gene1) i21 ∆nin5 
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3.2.6 Programska oprema za obdelovanje podatkov in analizo sekvenc 
Preglednica 8. Programska oprema za obdelovanje in analizo rezultatov. 
Računalniški programi in spletna 
orodja 
Namen uporabe 
NEBcutter Preverjanje restrikcijskega mesta in temperature, pri kateri je 
restriktaza aktivna.  
»NEBuilder Assembly Tool« Orodje za načrtovanje oligonukleotidnih začetnikov. 
Clustal Omega Alignment Tool Prileganje sekvenciranega in referenčnega nukleotidnega  
zaporedja. 
Expasy Določanje bralnega okvirja proteinov. 
Chromas Pregledovanje kvalitete sekvenciranja z rezultati v obliki 
elektroferogramov.  
ProtParam Analiza lastnosti proteinov: število aminokislin, velikost, pI, ɛ, itd.  
Vector NTI 11.0, Invitrogen Orodje za načrtovanje kloniranja: sestavljanje sekvenc za 
konstrukte in vstavljanje v plazmid.  
Astra Program za analizo SEC-MALS meritev. 
Dual digest Orodje za načrtovanje restrikcijskih reakcij. 
3.3 METODE 
3.3.1 Načrtovanje proteinskih struktur  
Na tetraeder sestavljen iz ene polipeptidne verige, ki se sestavi in vivo na osnovi ortogonalnih 
interakcij med vijačnicami, smo z gensko fuzijo dodali zeleni fluorescenčni protein in 
Renilla luciferazo. Fuzijske proteine vežemo na ogrodje z rekombinantno DNA tehnologijo 
z združitvijo dveh ali večih ORF-ov, ki sicer vsak zase kodirajo svoj protein. Po prepisu 
takšnega proteina dobimo polipeptidno verigo sestavljeno iz več proteinskih domen (Slika 
11). 
 
Slika 11. Shema zaporedja obvitih vijačnic (APH, BCR, GCN, P3-8) v polipeptidni verigi za tetraedrično 
kletko z vstavljenimi domenami za luciferaze in fluorescenčne proteine na pozicijah označenih z rimskimi 
številkami (I, II, III, IV).  
Fuzijski proteini bodo vezani na vseh štirih ogliščih hkrati v različnih razmerjih 
(GFP:Luc=3:1; GFP:Luc=1:3; GFP:Luc=2:2). Predvidene proteinske strukture so prikazane 
na sliki 12. Za vezane proteinske domene bodo uporabljeni zeleni fluorescenčni proteini in 
Renilla luciferaza, ker njihovo prisotnost lahko zaznamo, so lahko dostopni in imajo dobro 
preučene lastnosti. Za de novo sintetizirane proteinske kletke bo določena pravilnost zvitja 
polipeptida v tetraeder in pravilno predstavljanje proteinskih domen na ogliščih.  
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Slika 12. Sheme proteinskih struktur tetraedrične kletke iz obvitih vijačnic z vezanimi Renilla luciferazami 
(Luc) in zelenimi fluorescenčnimi proteini (GFP) v različnih kombinacijah.  
3.3.2 Priprava gojišč 
Za tekoča LB gojišča smo sestavine (pregl. 4) raztopili v demineralizirani vodi in jih 
sterilizirali v avtoklavu. Ustrezen sterilen antibiotik (Kan ali Amp) smo dodali v gojišče po 
sterilizaciji v končni koncentraciji 100 µg/ml. Trdna LB gojišča so bila pripravljena v naprej.  
TB gojišče smo pripravili podobno kot LB gojišča. Za razliko od LB gojišča smo v TB 
gojišče po avtoklaviranju s sterilno filtracijo dodali glicerol.  
3.3.3 Metode molekularnega kloniranja  
Metoda kloniranja, ki smo jo uporabili, se imenuje kombinatorna sinteza genov z uporabo 
restrikcijskih encimov tipa IIS (ang. Golden Gate assembly). Preko specifičnih povezovalnih 
zaporedji omogoča postopno sestavljanje nukleotidnih zaporedji. Med dodajanjem 
posameznih zaporedji v konstrukt se odstranijo restrikcijska mesta, ki so omogočila pripravo 
zaporedji za kloniranje, zato pravilno zloženega konstrukta med postopkom kloniranja ni 
več mogoče cepiti. Restrikcijski encimi tipa IIS režejo dvojno DNA vijačnico štiri do osem 
baznih parov izven prepoznavnega mesta. V vnaprej pripravljenih vektorjih pTwist za 
posamezne proteinske domene tetraedrične kletke je bilo dodano prepoznavno mesto za 
endonukleazo BsaI. Plazmidi pTwist so poleg prepoznavnega mesta za BsaI vsebovali štiri 
bazne pare dolgo specifično zaporedje, ki narekuje pravilno zaporedno vezavo insertov v 
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konstrukt, tako da pridobimo polipeptidno verigo z zapisom za tetraedrično kletko 
(Slika 13). Poleg pTwist vektorjev smo uporabili tarčni vektor pET-41a, v katerem se je v 
prvem koraku kloniranja sestavil polovični konstrukt. Tarčni vektor pET-41a je široko 
uporabljen produkcijski vektor za sintezo proteinov v E. coli. Kloniranje v magistrski nalogi 
je bilo opravljeno s ciljem direktne fuzije proteinskih domen luciferaze in zelenega 
fluorescenčnega proteina na vsa oglišča tetraedra z aminokislinskimi povezovalci dolgimi 
tri, šest ali devet aminokislin (Strmšek in sod., 2019).  
 
Slika 13. Kombinatorna sinteza genov z uporabo restrikcijskih encimov tipa IIS v tarčni vektor pTwist. Na 
shemi je predstavljeno kloniranje za prvi del konstrukta z vezano eno Renilla luciferazo (L.1).  S črnimi 
trikotniki nad polipeptidno verigo iz obvitih vijačnic so označena mesta fuzije rLuc ali sfGFP, ki predstavljajo 
oglišča tetraedra. Z rdečo črto so označena prepoznavna mesta za BsaI, ki se tekom reakcije izrežejo. Z velikimi 
kvadrati so označeni segmenti obvitih vijačnic, ki si sledijo v specifičnem zaporedju. Obvita vijačnica številka 
5 (APH) ima z gensko fuzijo dodano domeno za luciferazo. Za pravilno zaporedno vezavo skrbijo kratka 
zaporedja, ki so označena z majhnimi kvadrati.  
Po prvem koraku kloniranja smo pridobili polovične konstrukte v pET-41a produkcijskem 
vektorju, ker so celotni inserti preveč kompleksni za uspešno sestavljanje celotnega 
konstrukta v enem koraku. Polovične konstrukte smo označili s številko 1 (L.1, G.1) za prvi 
del in s številko 2 (GGG.2, LGG.2, LLG.2) za drugi del zapisa za polipeptidno verigo (Slika 
11). Zaključno sestavljanje polovičnih insertov v vektor je potekalo s klasičnim kloniranjem. 
Plazmid pET41-a je bil načrtovan s prepoznavnima mestoma za BamHI in XbaI. 
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Prepoznavni mesti sta v plazmidu za prvi del konstrukta postavljeni tako, da se insert (L1, 
G1) izreže iz vektorja. Plazmid, ki ima insert za drugi del konstrukta pa se z restrikcijo z 
istimi restrikcijskimi encimi linearizira za ligacijo z insertom L1 ali G1. Preko 
komplementarnih koncev smo pridobili celoten konstrukt z zapisom za polipeptidno verigo 
z dodano luciferazo in zelenim fluorescenčnim proteinom.  
3.3.3.1 Kombinatorna sinteza genov z uporabo restrikcijskih encimov tipa IIS 
Preglednica 9. Sestava reakcijske mešanice za kombinatorno sintezo genov z uporabo restrikcijskih encimov 
tipa IIS. 
Reakcijska mešanica Volumen [µl] 
Mešanica plazmidov pTwist s fragmenti, ki jih želimo združiti v tarčnem vektorju  
(100 ng vsakega donorskega plazmida)  
7,25 
Restriktaza BsaI 'High Fidelity v. 2' 0,25 
10x DNA-ligaza T4  0,50 
10x T4 ligaza pufer 1,0 
Tarčni plazmid pET-41a (50 – 90 ng/µl) 1,00 
Končni volumen 10,00 
 
Preglednica 10. Temperaturni profil za sintezo genov z uporabo restrikcijskih encimov tipa IIS. 
Stopnja Temperatura [°C] Čas [min] 
1. predhodna restrikcija 37 5 
2. 20 - 25 ciklov:  Restrikcija 37 5 
Ligacija 16 10 




4. zaključek reakcije deaktivacija BsaI 75 6 
4 ∞ 
3.3.3.2 Klasično kloniranje 
Po kombinatorni sintezi insertov smo pridobili polovične inserte v plazmidih pET-41a. 
Restrikcija plazmidov je potekala z encimoma BamHI in XbaI. Iz plazmida za prvi del 
konstrukta (L.1 ali G.1) se izreže insert, ki ga preko lepljivih koncev ligiramo s plazmidom 
za drugi del konstrukta (GGG.2, LGG.2, LLG.2). Ker so lepljivi konci komplementarni, se 
insert (L.1, G.1) vstavi v plazmid z že vstavljenim (GGG.2, LGG.2, LLG.2).  
Preglednica 11. Restrikcijska mešanica. 
Restrikcijska mešanica Volumen [µl] 
Plazmidna DNA  45,0 
10x pufer NEB 3.1 za restrikcijo 5,0 
Restriktaza BamHI 1,0 
Restriktaza XbaI 1,0 
Končni volumen 50,0 
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Inkubacija 2 h na 37 °C pri 300 rpm za restrikcijo med sestavljanjem celotnih insertov.   
Preglednica 12. Ligacijska mešanica 
Ligacijska mešanica Volumen [µl] 
Plazmidni vektor z insertom za drugi del konstrukta (30 – 40 ng) X 
DNA insert izrezan iz plazmida za prvi del inserta (30 – 40 ng) Y 
5x rapid ligazni pufer 4,0 
T4 DNA ligaza 1,0 
MQ Q.s. 
Končni volumen 20,0 
Inkubacija 20 min na sobni temperaturi.  
Po inkubaciji in pred transformacijo dodamo ligacijski mešanici 20 µl MQ, da razredčimo 
ligacijski pufer, ki lahko zaradi visoke koncentracije ionov negativno vpliva na uspešnost 
transformacije celic.  
Za transformacijo kompetentnih E. coli Top10 celic je bila uporabljena metoda s toplotnim 
šokom. 200 µl kompetentnih celic smo odtalili na ledu in dodali ligacijsko mešanico. Po 
inkubaciji na ledu smo transformacijsko zmes prenesli v termoblok ogret na 42 °C. Brez 
tresenja so bile celice izpostavljene toplotnemu šoku za 2 minuti. Nato je sledilo hlajenje na 
ledu za dodatni 2 minuti. Po inkubaciji smo zmesi dodali 1 mL na ledu predhodno ohlajenega 
LB gojišča in kulturo stresali 45 minut pri 37 °C na 350 rpm . Kulturo smo centrifugirali na 
6000 rpm 2 minuti in odstranili 1 mL supernatanta. Z ostankom supernatanta smo 
resuspendirali usedlino in nato razmazali kulturo na trda gojišča LB z antibiotikom. Gojišča 
smo inkubirali preko noči pri 37 °C.  
3.3.3.3 Preverjanje uspešnosti kloniranja 
Prisotnost plazmida z insertom v E. coli Top10 smo preverjali s pomočjo PCRja na osnovi 
kolonije in DNA elektroforeze na agaroznem gelu.  
Preglednica 13. Sestava reakcijske mešanice za PCR na osnovi kolonije (ang. Colony PCR). 
Reakcijska mešanica za 12 reakcij po 20 µl. Volumen [µl] 
Matrična DNA je 1 kolonija bakterij po transformaciji. 
Začetni oligonukleotid 5,6 
Začetni oligonukleotid 5,6 
2 × »DreamTaq Green PCR Master Mix« 140,0 
MQ 128,8 
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Preglednica 14. Temperaturni profil za PCR na osnovi kolonije. 
Stopnja Temperatura [°C] Čas  
1. začetna denaturacija 95 3 min 





95 30 sek 
Tm 30 sek 
72 1 kb/min 
3. končno podaljševanje 72 10 min 
4. zaključek  4 ∞ 
 
Prisotnost ustreznih PCR pomnoženih fragmentov in uspešnost kontrolne restrikcije smo 
preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Glede na velikost fragmenta DNA oziroma 
plazmida smo pripravili 0,8 % (w/v) ali 1,0 % (w/v) agarozni gel. Agarozni gel smo pripravili 
tako, da smo ustrezno količino agaroze raztopili v 100 ml 1× pufru TAE. Ko se je gel ohladil 
na približno 50 °C, smo mu dodali 7 μl etidijevega bromida (10 mg/ml). Gel smo prelili v 
nosilec, vstavili glavniček in pustili, da se strdi ter ga nato prenesli v elektroforezno banjico 
in vse skupaj prelili z 1× pufrom TAE. Sledil je nanos 7 μL 1-kb lestvice. Pred nanosom 
vzorcev smo le-te zmešali z nanašalnim barvilom v razmerju 5:1. Izjema so bili vzorci 
reakcij PCR, pri katerih smo uporabili »DreamTaq Green PCR Master Mix (2 ×)«, ki so 
imeli tako že dodano nanašalno barvilo. Elektroforeza je potekala pri stalni napetosti 120 V. 
Po elektroforezi je sledila detekcija z UV-presvetljevalnikom in fotografiranje pod UV lučjo. 
Čiščenje DNA iz agaroznega gela je potekalo s pomočjo komercialno dostopnega kompleta 
»peqGold Gel Extraction Kit«. Fragment pričakovane velikosti glede na 1-kb lestvico smo 
izrezali s skalpelom, prenesli v mikrocentrifugirko in očistili po navodilih proizvajalca 
kompleta. DNA smo očistili s prenosom na kolone s silika polnilom, kamor se DNA 
selektivno adsorbira, dokler jih ne eluiramo z MQ.  
Pred sekvenciranjem vzorcev smo izvedli še kontrolno restrikcijo. 
Preglednica 15. Reakcijska mešanica za kontrolno restrikcijo. 
Reakcijska mešanica  Volumen [µl] 
Plazmidna DNA (700-800 ng) X 
10x pufer NEB 3.1 za restrikcijo 1,5 
Kombinacija restriktaz: NdeI, XhoI ali NdeI, XhoI, BamHI 0,25 na restriktazo 
MQ Q.s. 
Končni volumen 15,0 
Inkubacija 30 min na 37 °C na 450 rpm.    
Po pridobitvi pozitivnih rezultatov zgoraj opisanimi metodami smo izolirali plazmidno DNA 
iz 10 ml prekonočne kulture (inkubacija na 160 rpm, 37 °C)  v tekočem LB gojišču z 
antibiotikom s pomočjo komercialno dostopnega kompleta »GeneJET Plasmid Miniprep 
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Kit«. Postopek temelji na alkalni lizi celic, ločitvi plazmidne DNA od ostalih celičnih 
komponent in njeni adsorpciji na silika polnilo. 
Določanje koncentracije plazmidne DNA je potekalo na spektrofotometru NanoDrop 1000, 
ki računa koncentracijo preko Lambert-Beerovega zakona.  Kvaliteto izolacije DNA smo 
določili glede na  razmerje A260nm/A280nm in A260nm/A230nm. Vzorce smo poslali na 
sekvenciranje v podjetje Eurofins MWG Operon (Biotech). Pripravili smo reakcijsko 
mešanico s končnim volumnom 10 µl, ki je vsebovala 2,5 µl začetnega oligonukleotida 
koncentracije 10 mM in 400 do 500 ng izolirane plazmidne DNA. Uspešnost kloniranja in 
odsotnost mutacij smo preverili s spletnih in računalniških orodji: Clustal Omega, Expasy 
Translate in Chromas. Pri transformaciji v produkcijsko E. coli NiCo21(DE3) kompetentne 
celice smo uporabili hitrejšo metodo, pri kateri je inkubacija na ledu pred toplotnim šokom 
skrajšana na 10 min in inkubacija po toplotnem šoku pri 37 °C skrajšana na 30 min.  
3.3.3.4 Strukturna optimizacija proteina s podaljševanjem aminokislinskega povezovalca 
med tetraedričnim ogrodjem in luciferazo na oglišču  
Za podaljševanje povezovalnega zaporedja smo konstruirali začetne oligonukleotide, ki 
prilegajo na matrično DNA z zapisom za luciferazo. Začetnim oligonukleotidom smo 
podaljšali za dolžino povezovalca z (GSG)2 aminokislinami za 6AA in z (GSG)3 zaporedjem 
za 9AA. Na konec začetnih olgonukleotidov smo dodali še restrikcijsko mesto za BsmBI, ki 
se ujema s komplementarnim koncem v pTwist plazmidih za različne pozicije luciferaze na 
tetraedričnem ogrodju. Sekvence začetnih oligonukleotidov so podane v prilogi B.  
Preglednica 16. Reakcijska mešanica za PCR za podaljševanje aminokislinskega povezovalca z začetnimi 
oligonukleotidi. 
Reakcijska mešanica Volumen [µl] 
Matrična DNA (10 ng) X 
Mešanica 2x Mastermix Kappa 25,0 
Začetni oligonukleotid 9596 (10µM) 1,5 
Začetni oligonukleotid 9598 (10µM) 1,5 
MQ Q.s. 
Končni volumen 50,0 
Preglednica 17. Temperaturni profil za PCR za podaljševanje povezovalnega zaporedja pred in za luciferaznim 
zaporedjem. 
Stopnja Temperatura [°C] Čas  
1. začetna denaturacija 95 3 min 
2. 35 ciklov 
Denaturacija 
prileganje začetnih oligonukleotidov 
podaljševanje  
98 20 sek 
Tm 15 sek 
72 1 kb/30 sek 
3. končno podaljševanje 72 10 min 
4. zaključek  10 ∞ 
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Restrikcija z BsmBI restriktazo, ki povzroči lepljive konce, je potekala kot opisana v 
preglednici 11 z razliko pri inkubaciji na 55 °C pri 300 rpm 1,5 h. Z restrikcijo smo odstranili 
kratke konce, ki so bili dodani poleg restrikcijskih mest na oligonukleotidne začetnike in 
vzpostavili lepljive konce za ligacijo v vektor. Te kratke fragmente smo iz mešanice 
odstranili s pomočjo komercialno dostopnega kompleta za izolacijo DNA, ker se DNA  
fragmenti manjši od 50 bp ne vežejo na polnilo kolone. 
DNA fragmente z luciferazno sekvenco z dodanimi aminokislinskimi povezovalci smo nato 
ligirali v plazmide pTwist rezane z BsmBI za različna oglišča luciferaze na tetraedričnem 
ogrodju. Plazmidi so bili načrtovani predhodno za sestavljanje ogrodja TET12SN. Ligacija 
je opisana v preglednici 12. Po ligaciji insertov v štiri različne pTwist vektorje za štiri 
različna oglišča smo ponovili kombinatorno sintezo genov za sestavljanje celotnih 
konstruktov ter razvrstili luciferaze s šest aminokislin dolgim povezovalcem na enaka mesta 
kot je bila klonirana luciferaza s tri aminokisline dolgim povezovalcem. Potek nadaljnih 
korakov je potekal kot pri kloniranju proteinom s tri aminokisline dolgim povezovalnim 
zaporedjem med ogrodjem in luciferazo v oglišču.  
3.3.4 Pridobivanje in izolacija rekombinantnih proteinov 




















3AA 1497 170172 170 5,24 146500 0,861 
6AA 1503 170574 171 5,24 146500 0,859 
GLGG 
3AA 1497 170172 170 5,24 146500 0,861 
6AA 1503 170574 171 5,24 146500 0,859 
9AA 1509 170977 171 5,24 146500 0,857 
LLGG 
3AA 1569 179342 179 5,25 190960 1,065 
6AA 1581 180147 180 5,55 190960 1,060 
GLLG 
3AA 1569 179342 179 5,25 190960 1,065 
6AA 1581 180147 180 5,25 190960 1,060 
LLLG 
3AA 1641 188512 189 5,26 235420 1,249 
6AA 1659 189719 190 5,26 235420 1,241 
* Dolžina aminokislinskega povezovalca pred in za aminokislinskim zaporedjem za rLuc. 
** Vrednost določena glede na molsko maso proteina.  
*** Abs0,1 % ustreza absorbanci proteina pri 280 nm, če bi bil v koncentraciji 1 mg/ml, kar ustreza 0,1 % 
raztopini proteina. ɛ  je molarni ekstinkcijski koeficient, ki pomeni absorbanco 1 M raztopine proteina pri 280 
nm. Vrednosti za ɛ in Abs0,1 % v preglednici so podane za protein z reduciranimi cisteini. 
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3.3.4.1 Pridobivanje proteina v transformirani kulturi E. coli  
Plazmid pET-41a z genom za celoten protein smo transformirali v sev E. coli NiCo21(DE3). 
Posamezne kolonije smo po prekonočni inkubaciji precepili v 150 ml tekočega gojišča LB z 
dodano ustrezno količino kanamicina in jih stresali preko noči pri 160 rpm na 37 °C.  Po 
inkubaciji smo pomerili OD600nm prekonočne kulture in v 1,5 l tekočega gojišča LB z 
dodanim kanamicinom nacepili do OD600nm 0,1. Produkcijske kulture smo stresali pri 160 
rpm na 37 °C in spremljali celično rast spremljali z merjenjem OD600nm. Pri OD600nm med 
0,6 in 0,8 smo izražanje proteinov inducirali z IPTG v končni koncentraciji 1 mM. Po 
indukciji smo temperaturo gojenja spustili na 30 °C za 4 ure. Po končani produkciji smo 
kulturo centrifugirali 5 min pri 4 °C in 5500 rpm. Pelete smo preko noči shranili v 
zmrzovalniku na -80 °C. 
3.3.4.2 Kelatna kromatografija z Ni-NTA kolono 
Zamrznjen celičen pelet je bil suspendiran v lizirnem pufru. Sonikacija je potekala v 
intervalih z 1 sekundnim razbijanjem celic z amplitudo na 55% in 3 sekundnim premorom. 
Intervale smo ponovili v šestih 4 minutnih ciklih. Iz celičnega lizata smo nato z 20 minutnim 
centrifugiranjem na 12000 rpm pri 4 °C pridobili topno frakcijo. Plastično kolono za Ni-
NTA kromatografijo smo napolnili s polnilom (Ni-NTA vezana na sefarozo CL-6B) s 
kapaciteto vezave 5 – 10 mg/ml. 6 do 8 ml polnila smo sprali z MQ (dva volumna kolone), 
da smo odstranili 20% (v/v) etanol, v katerem je shranjeno polnilo. Nato smo zagotovili 
optimalne pogoje za vezavo proteina na kelatne Ni2+ ione s spiranjem kolone s  pufrom A. 
Na kolono smo nanesli filtrirano (skozi 0,45 µm filter) topno frakcijo in začeli s spiranjem 
kolone s pufrom A in sprali DNA, šibko vezane ter nevezane proteine iz kolone. S pufrom 
B smo spereli DNA in proteine s His, ki so se šibko vezali na Ni2+. S spiranjem kolone smo 
prenehali, ko je vrednost A280nm  pri obeh pufrih padla pod 0,01. Po spiranju smo začeli z 
elucijo s pufrom, ki vsebuje 250 mM imidazol. Koncentracije proteina v frakcijah, ki smo 
jih eluirali, smo določili spektrofotometrično z merjenjem A280nm. Koncentracijo proteina 
smo preračunali z Beer-Lambertovim zakonom glede na ekstinkcijski koeficient, ki smo ga 
določili s pomočjo programa ProtParam. NiNTA frakcije smo do injiciranja na SEC kolono 
shranili v hladilniku na 4 °C.  
3.3.4.3 Gelska izključitvena kromatografija  
Gelska izključitvena kromatografija (ang. Size-exclusion chromatography, SEC) ločuje 
molekule glede na velikost, ker se manjše molekule ujamejo v pore polnila, medtem ko večje 
potujejo mimo. Velike molekule so zato hitrejše in imajo krajši retencijski čas. 
Kromatografijo smo uporabili za ločevanje proteinskih monomerov od oligomerov, 
agregatov in razgradnih produktov v vzorcu. 6 do 12 ml vzorca po Ni-NTA smo nanesli na 
kolono HiLoad 26/600 Superdex pg sklopljeno s FPLC sistemom Äkta Pure 25. 
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Predhodno je bil s kalibracijsko krivuljo določen čas potovanja tarčnega proteina. Glede na 
molekulske mase proteinov v komercialni mešanici za kalibracijo kolone smo določili, pri 
kolikšnem elucijskem volumnu se bo eluiral monomer preiskovanega proteina.  
Vrhovi na SEC grafu konstrukta pomenijo detekcijo proteinskega vzorca preko merjenja 
absorbance UV. Uporabili smo valovno dolžino 280 nm, pri kateri aromatske aminokisline 
v proteinu oddajo zadosten signal za detekcijo. Nanos vzorca na kolono, koncentracija 
injiciranega vzorca in volumen injiciranja imajo vpliv na končno resolucijo in uspešnost 
ločbe.  
3.3.4.4 Koncentriranje proteina v vzorcu pred nanosom na NaDS-PAGE in karakterizacijo 
proteina 
Prefiltriran vzorec (0,22 µm filter) smo naložili na koncentrator spran z MQ z mejno 
vrednostjo por v membrani 30 kDa in centrifugirali 5 min pri 4500 x g na 4 °C. Po 
centrifugiranju smo resuspendirali vzorec in preverili, da med koncentriranjem ne nastajajo 
agregati proteina. Centrifugiranje smo ponavljali do željene koncentracije (glede na 
nadaljnjo karakterizacijo proteina), ki smo jo pomerili na spektrofotometru pri A280nm. 
Koncentracije so bile preračunane po Beer-Lambertovem zakonu.  
3.3.5 Karakterizacija proteina 
3.3.5.1 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS  
Za NaDS-PAGE smo pripravili 8 % ločitveni gel z 4 % vstopnim gelom debeline 1 mm.   
Vzorce smo pred nalaganjem v žepke NaDS-PAGE gela dodatno toplotno denaturirali 3 
minute pri 95 °C. V žepke gela smo nanesli po 20 µL vzorca in 7 µL velikostnega 
proteinskega standarda. Lizat (L), topno frakcijo (SF) in nevezano frakcijo (FT) smo 10x 
redčili. Redčenim in neredčenim vzorcem smo dodali 4x nanašalni pufer. NaDS-PAGE je 
potekal v 1x NaDS-PAGE elektroforeznem pufru 45 minut pri stalni napetosti 200V in 
pripadajočemu električnemu toku med 60 in 90 mA. Po končani elektroforezi smo proteina 
v gelu pobarvali z barvilom InstantBlue s stresanjem pri 50 rpm na sobni temperaturi 2 uri. 
Po barvanju smo po potrebi gel sprali z MQ. 
3.3.5.2 Določanje velikosti proteinov s SEC-MALS 
Za določanje molekulske mase smo kromatografijo z ločevanjem po velikosti povezali z 
detektorjem MALS, ki meri sipanje svetlobe pod različnimi koti. Sistem je povezan z 
računalniškim programom ASTRA, s pomočjo katerega smo dobljene kromatograme 
dokumentirali in jih ovrednotili. Iz grafa lahko določimo tudi razmerje med monomeri in di- 
oziroma trimeri v vzorcu. Laser v molekuli povzroči oscilacijo in dipol, kar pomeni, da več 
molekul v vzorcu pomeni več induciranega dipola in več žarkov razpršenih v določeni smeri. 
Več delcev zaznamo kot višji vrh na grafu.  
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Pred in po meritvah vzorcev smo preverili pravilno delovanje kolone in detektorjev s 
standardom BSA. Vzorce smo filtrirali in pripravili 120 µL v koncentraciji 0,5 mg/ml. Na 
Superdex 200 Increase 10/300 GL je bilo injeciranih 80 µL vzorca na analizo. 
3.3.5.3 Določanje sekundarne strukture proteinov s CD spektroskopijo 
Cirkularni dikroizem izmerimo kot razliko med absorbcijo levo in desno cirkularno 
polarizirane svetlobe v preučevanem vzorcu, kar izračunamo kot razliko med molarnima 
ekstinkcijskima koeficientoma. S spektrofotometričnimi meritvami zaznamo razlike hitrosti 
prehoda obeh polariziranih žarkov skozi vzorec z izmeničnim osvetljevanjem z obema 
žarkoma v izbranem okviru valovnih dolžin (200 do 280 nm). Spekter preko valovnih dolžin 
je v literaturi najpogostejši prikaz CD rezultatov. Rezultati pridobljeni na aparaturi 
spektrofotometru Chirascan nam prikažejo, katera sekundarna struktura prevladuje v 
merjenem proteinu. Na sliki 14 so prikazane idealizirane krivulje za alfa vijačnice, beta 
ploskve in naključne sekundarne strukture.  
 
Slika 14. CD spektri značilni za sekundarne strukture proteina. 
Vrednosti, ki so po meritvi so prikazane v obliki eliptičnosti v mdeg. Z enačbo jih lahko 
pretvorimo v povprečne molarne eliptičnosti podane na AK ostanek pri vsaki valovni 
dolžini. Ta enačba omogoča normalizacijo rezultatov, saj odpravimo odvisnost izmerjenih 
vrednosti od koncentracije proteina in dolžine poti žarka oziroma kivete, ki smo jo uporabili.  
Vzorec smo pred meritvijo centrifugirali, filtrirali in skoncentrirali do koncentracij med 
0,28-0,32 mg/ml. Vsak vzorec proteina je bil pod enakimi pogoji izmerjen 3-krat s 
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spektrofotometrom Chirascan CD. Optična pot žarka je bila dolga 0,1 cm. Snemanje spektra 
je zavzelo območje med 200 in 280 nm pri koraku 1 nm/sek.  
Rezultate smo primerjali z vrednostmi za posamezne dele proteina. Sestavili smo vrednosti 
izmerjene za polipeptidno tetraedrično kletko in fuzijskimi proteini ter izrisali teoretične 
krivulje za celotne konstrukte (Slika 29). Struktura zelenega fluorescenčnega proteina je 
sestavljena iz večjega deleža beta ploskev, medtem ko imajo luciferazne domene v strukturi 
več alfa vijačnic (Slika 15). Tetraedrično ogrodje, na katerega smo vezali proteinske domene 
je zgrajeno iz obvitih vijačnic. v prilogi E so podani grafi povprečne molarne eliptičnosti 
posameznih struktur, ki gradijo naše proteinske konstrukte.  
 
Slika 15. Levo je 3D struktura Renilla luciferaze (PDB:2PSD) in desno je slika 3D struktura sfGFP proteina 
(PDB:5B61)  (PDB, 2019). 
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4 REZULTATI  
V poglavju so prikazani rezultati eksperimentalnega dela, ki je vključevalo tri korake: (i) 
načrtovanje proteinskih konstruktov in metod kloniranja, (ii) produkcija in izolacija proteina 
ter (iii) karakterizacija izoliranega proteina. 
4.1 POTEK KLONIRANJA 
4.1.1 Priprava konstruktov s tri aminokislinskim povezovalnim zaporedjem  
 
Slika 16. Polovični inserti (za 3AA dolg aminokislinski povezovalec) označeni s številkama 1 (prvi del 
konstrukta) in 2 (drugi del konstrukta) pripravljeni s kombinatorno sintezo genov z uporabo restrikcijskega 
encima tipa IIS: BsaI. Pozitivne kolonije so označene s puščico, ki ustreza velikosti L1 (1,8 kb) in LGG.2 ali 
LLG.2 (2,4 kb in 2,6 kb). S kvadrati so označene kolonije, ki smo jih uporabili za nadaljnje kloniranje. LGG.2 
inserti so na gelu višje od LLG.2 insertov, kjub nižji molski masi konstrukta. Sekvence polovičnih insertov 
poslanih na sekvenciranje so se prilegale referenčni sekvenci, zato smo nadaljevali kloniranje s sestavljanjem 
celotnih konstruktov. 
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Slika 17. Pozitiven rezultat kontrolne restrikcije celotnih konstruktov s povezovalnim zaporedjem dolgim tri 
aminokisline. Uporabljeni restrikcijski encimi v kombinacijah: NdeI, XbaI in NdeI, XbaI, BamHI. Pri 
restrikciji z NdeI in XbaI dobimo fragmente v dolžini celotnega konstrukta (4,6 kb). Z vsemi tremi 
restrikazami pa dobimo fragmenta: prvi del konstrukta (L.1) in drugi del konstrukta (LLG.2 ali LGG.2) (1,5 
do 2,5 kb). 
4.1.2 Optimizacija strukture proteinskih konstruktov s podaljševanjem 
povezovalnega zaporedja 
 
Slika 18. NaDS-PAGE gel za vzorec LLGG-3AA po Ni-NTA kromatografiji. Legenda oznak NaDS-PAGE 
gelov v poglavju 4.3.1. S puščico so označene lise v velikosti iskanega proteina (180 kDa). Poznejše frakcije 
vzorcev gelske filtracije (6-10) vsebujejo dodatne lise v velikosti GFP proteina (označene z rdečim 
trikotnikom), kar kaže na nepravilno translacijo proteina ali na razgradnjo dela proteinov v vzorcu. Podoben 
trend smo opazili pri vseh konstruktih s tri aminokisline dolgim povezovalnim zaporedjem.  
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Slika 19. Podaljševanje povezovalnega zaporedja na šest aminokislin (6AA) in na devet aminokislin (9AA) 
pred in za zaporedjem za luciferazo v plazmidih načrtovanih za različne pozicije na tetraedričnem ogrodju 
(pozicija I, pozicija II, pozicija III, pozicija IV). Za aminokislinski povezovalec z devetimi aminokislinami je 
bila pozitivna insercija le za pozicijo II. S puščicami so označene predvidene velikosti: 1150 bp za pozicijo IV 
in 1200 bp za ostale pozicije. S kvadrati so označene pozitivne kolonije, s katerimi smo nadaljevali kloniranje. 
 
Slika 20. Polovični inserti (za 6AA in 9AA dolg povezovalec) označeni s številkama 1 (prvi del konstrukta) in 
2 (drugi del konstrukta) pripravljeni s kombinatorno sintezo genov z uporabo restrikcijskih encimov tipa IIS 
(BsaI). Pozitivne kolonije so označene s puščico, ki ustreza velikosti inserta. LGG.2 inserti so na gelu višje od 
LLG.2 insertov, kjub nižji molski masi konstrukta. S kvadrati so označene pozitivne kolonije, s katerimi smo 
nadaljevali kloniranje. Dvojne lise na gelu so posledica preskoka polimeraze, ker je v konstruktu več podobnih 
regij v konstruktu. Sekvence polovičnih insertov poslanih na sekvenciranje so prilegale referenčni sekvenci. 
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Slika 21. Kontrolna restrikcija pozitivnih konstruktov s povezovalnim zaporedjem dolgim šest ali devet  
aminokislin, pridobljenih s PCR na osnovi bakterijskih kolonij. Uporabljene so bile restriktaze: NdeI, XbaI in 
BamHI. Na gelu so s puščicami označene predvidene velikosti nerezanih konstruktov (4,5 kb). Vzorci so bili 
naloženi po vrsti: nerezan, rezan. Z uporabo vseh treh restriktaz dobimo prvi (L.1, G.1) v velikosti 1,6 kb in 
drugi del konstrukta (LGG.2, LLG.2) v velikosti 2,4 kb do 2,6 kb. Lise so ustrezale pričakovanim velikostim. 
4.2 PRODUKCIJA IN IZOLACIJA PROTEINA 
4.2.1 Kromatografija z ločevanjem proteina po velikosti 
Po afinitetni kromatografiji z Ni-NTA smo vzorce nadaljnje ločili še po velikosti s pomočjo 
gelske filtracije. Kvaliteto izoliranega monomernega proteina smo določili glede na ostrost 
in ločbo vrhov na SEC krivulji. Glede na površino pod vrhom in ekstinkcijskim koeficientom 
smo določili okvirno koncentracijo proteina, ki je bila v razponu od 0,060 mg/ml za LGGG-
3AA do 0,600 mg/ml za GLLG-6AA.  
Absolutni elucijski volumni se pri nekaterih kromatogramih ne ujemajo zaradi uporabe 
kolon različnih volumnov. S črno puščico so označeni vrhovi za velikost pričakovanih 
monomernih oblik konstruktov. 
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Slika 22. Primerjava SEC krivulj za konstrukte LGGG s tri in šest aminokislin dolgim povezovalnim 
zaporedjem. Iz LGGG-6AA krivulje sklepamo, da je v vzorcu višja koncentracija monomernega proteina od 
vzorca LGGG-3AA. Vrhovi pri LGGG-6AA niso ostro ločeni, vendar v vzorcu prevladuje monomerna 
oblika proteina. 
 
Slika 23. Primerjava SEC krivulji za konstrukte GLGG s tri, šest in devet aminokislin dolgim povezovalnim 
zaporedjem. GLGG-3AA in GLGG-6AA smo izolirali v primerljivi koncentraciji. Pri GLGG-6AA so bili 
vrhovi bolje ločeni od GLGG-3AA konstrukta. GLGG-9AA različica je imela za polovico nižjo 
koncentracijo in krivuljo s slabo ločenimi vrhovi. 
 
Slika 24. Primerjava SEC krivulj za konstrukte GLLG s tri in šest aminokislin dolgim povezovalnim 
zaporedjem. Obe različici proteina sta imeli razločen vrh monomernega proteina. Konstrukta imata izmed 
vseh izoliranih konstruktov najvišjo koncentracijo monomernega proteina in sta glede na rezultate izolirana v 
najčistejši obliki.  
37 
Tušar A. Predstavitev proteinskih domen … na ogrodju proteinskega origamija iz obvitih vijačnic v obliki tetraedra. 




Slika 25.Primerjava SEC krivulj za konstrukte LLGG s tri in šest aminokislin dolgim povezovalnim 
zaporedjem. V vzorcu za LLGG-6AA protein je več monomernega proteina, medtem ko ima LLGG-3AA 
različica več polimernih oblik proteina. Iz krivulje lahko sklepamo, da je ločba LLGG konstrukta s šest 
aminokislin dolgim povezovalnim uspešnejša od konstrukta s tri aminokisline dolgim zaporedjem. 
 
Slika 26. Primerjava SEC krivulj za konstrukte LLLG s tri in šest aminokislin dolgim povezovalnim 
zaporedjem. Izolacija LLLG konstrukta je primerljiva z LLGG konstruktom glede na koncentracije in razlike 
v ločbi proteina s tri ali šest aminokislinskim povezovalcem. LLGG-6AA ima najvišji vrh za monomerno 
obliko proteina. 
4.3 KARAKTERIZACIJA PROTEINA 
Po uspešni produkciji topnega proteina v primerni koncentraciji in po čiščenju z Ni-NTA 
kromatografijo ter gelski filtraciji smo določili čistost in velikost izoliranega proteina ter 
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4.3.1 NaDS-PAGE elektroforeza 
Z NaDS-PAGE elektroforezo smo preverili velikost izoliranega proteina in njegovo čistost. 
Predvidene velikosti konstruktov zajemajo vrednosti med 170 in 190 kDa, kar ustreza lisi 
med prvo (250 kDa) in drugo (130 kDa) velikostjo proteinskega standarda. S tem smo 
potrdili prisotnost topnega proteina pravilne velikosti v vzorcu, ki smo ga ločili z gelsko 
filtracijo. Rezultati na NaDS gelih za konstrukte kažejo, da je večina proteina v netopni 
frakciji celičnega lizata (L). Količina proteina v topni frakciji (SF) se pri vseh vzorcih 
zmanjša v primerjavi z vzorcem L. Največji izkoristek pri produkciji je viden na gelu s 
konstruktoma GLLG-3AA in GLLG-6AA. Frakcije po čiščenju proteinov z gelsko filtracijo 
so na videz čistejše pri konstruktih, ki so bili izolirani v nižjih koncentracijah. Sklepamo, da 
je odsotnost dodatnih lis na teh gelih posledica koncentracije prenizke za zaznavanje lis na 
gelu in ni posledica bolj čistega proteina. S konstrukti, ki imajo na gelih liso pri pravilni 
velikosti in so bili pri čiščenju z gelsko filtracijo pridobljeni v zadostni koncentraciji ali 
skoncentrirani, smo nadaljevali karakterizacijo. 
Preglednica 19. Legenda oznak na NaDS-PAGE gelih 
Oznaka Pomen 
L Lizat. 
SF Topna frakcija. 
FT Nevezana frakcija med nanašanjem na Ni-NTA kolono. 
Sec Frakcija po Ni-NTA kromatografiji, ki jo nanesemo na kolono za 
gelsko filtracijo. 
Številke: 1,2,3, itd.  Zaporedne številke zbranih frakcij vzorca. 









konstrukta ni bila sintetizirana.  
Slika 27. Preverjanje čistosti izoliranega proteina LGGG-3AA in LGGG-6AA z NaDS-PAGE elektroforezo. 
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Slika 28. Preverjanje čistosti izoliranega proteina GLGG-3AA, GLGG-6AA, GLGG-9AA z NaDS-PAGE 
elektroforezo. 
  
LLGG-9AA različica konstrukta 
ni bila sintetizirana.  
Slika 29. Preverjanje čistosti izoliranega proteina LLGG-3AA in LLGG-6AA z NaDS-PAGE elektroforezo. 
  
GLLG-9AA različica konstrukta 
ni bila sintetizirana.  
Slika 30. Preverjanje čistosti izoliranega proteina GLLG-3AA in GLLG-6AA z NaDS-PAGE elektroforezo. 
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LLLG-9AA različica konstrukta 
ni bila sintetizirana.  
Slika 31. Preverjanje čistosti izoliranega proteina LLLG-3AA in LGGG-6AA z NaDS-PAGE elektroforezo.  
4.3.2 Določanje velikosti proteinov s SEC-MALS 
S SEC-MALS smo določili velikost izoliranih proteinov. V preglednici 20 so navedene 
teoretične in izmerjene vrednosti. Na sliki 28 so prikazani grafi SEC-MALS meritev. 
Meritve molekulske mase (v oranžni barvi) v času elucije monomernega proteina nakazujejo 
heterogenost molekul v vzorcu, kljub ostremu vrhu monomernega proteina. Razpon 
izmerjenih molekulskih mas smo pripisali tehničnim problemom z RI detektorjem. Krivulje 
konstruktov z eno luciferazo (LGGG in GLGG) in s tremi luciferazami (LLLG) imajo 
opazne dodatne vrhove polimernih oblik, ki pa so nizki glede na vrh za monomeren protein. 
Polimerne oblike tvorijo večje strukture, ki sipajo svetlobo višje intenzitete in zato oddajajo 
močnejši signal. Iz tega sklepamo, da v raztopini vseh analiziranih vzorcev prevladujejo 
monomerni proteini. 
Preglednica 20. Velikost rekombinantnega proteina je bila preverjena z metodo MALS povezano s 
kromatografijo z ločevanjem po velikosti. Molska masa proteina se pri določenih konstruktih ne ujema s 
teoretično vrednostjo zaradi tehničnih težav z RI detektorjem. 
 Teoretična velikost proteina [kDa] Velikost proteina določena s SEC-
MALS [kDa] 
LGGG-6AA 171 167 
GLGG-3AA 170 148 
GLGG-6AA 171 191 
LLGG-6AA 180 180 
GLLG-3AA 179 151 
GLLG-6AA 180 146 
LLLG-3AA 189 153 
LLLG-6AA 190 163 
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Koncentracija LGGG-3AA po izolaciji prenizka za 
karakterizacijo: SEC graf slika 22 in NaDS-PAGE gel 
slika 27.  
Slika 32. Določanje velikosti LGGG-6AA s SEC-MALS. 
  
Slika 33. Določanje velikosti GLGG-3AA in GLGG-6AA s SEC-MALS. 
Koncentracija LLGG-3AA po izolaciji prenizka za 
karakterizacijo: SEC graf slika 25 in NaDS-PAGE gel 
slika 29.  
Slika 34. Določanje velikosti LLGG-6AA s SEC-MALS. 
  
Slika 35. Določanje velikosti GLLG-3AA in GLLG-6AA s SEC-MALS. 
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Slika 36. Določanje velikosti LLLG-3AA in LLLG-6AA s SEC-MALS.  
4.3.3 Določanje sekundarne strukture proteinov s CD spektroskopijo 
Karakterizacijo sekundarnih struktur, ki sestavljajo izolirane proteine, smo izvedli s CD 
spektroskopijo. Na sliki 29 so prikazane krivulje grafov izrisane na podlagi meritev 
posameznih komponent proteinskih konstruktov. S predvidenimi oblikami krivulj smo 
primerjali krivulje izmerjenih celotnih proteinskih konstruktov (Slika 30).  
 
Slika 37. Predvidena oblika krivulje konstruktov izrisana na podlagi vrednosti meritev povprečnih eliptičnih 
vrednosti na AK ostanek za posamezne komponente konstrukta: vezanih sfGFP, rLuc in RFP ter osnovne 
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Koncentracija LGGG-3AA po izolaciji prenizka za 
karakterizacijo: SEC graf slika 22 in NaDS-PAGE gel 
slika 27.  
  
Koncentracija LLGG-3AA po izolaciji prenizka za 
karakterizacijo: SEC graf slika 25 in NaDS-PAGE gel 
slika 29.  
  
  
Slika 38. CD spektri povprečnih molarnih eliptičnih vrednosti podanih na AK ostanek za konstrukte pri 
valovnih dolžinah od 200 do 280 nm. Večina konstruktov se po temperaturni denaturaciji pri 90°C ni več zvila 
v nativno obliko, zato je bila krivulja merjenja pri 20°C po denaturaciji (20°C_2) podobna tisti med 
denaturacijo (90°C). Oznaka 20°C_1 pomeni merjenje spektra pred denaturacijo. Konstrukti z več GFPji v 
strukturi (LGGG-6AA, GLGG-3AA in GLGG-6AA) imajo več beta sekundarnih struktur, ki imajo močnejši 
signal od alfa vijačnic, zato je njihova struktura manj podobna predvideni obliki krivulje na sliki 29.   
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Tekom magistrske naloge smo uspešno pripravili konstrukte z različnimi kombinacijami 
sfGFP in rLuc proteinskih domen, ki so predstavljene na ogliščih proteinske nanokletke v 
obliki tetraedra. Ustrezno velikost in monomernost v E. coli NiCo21(DE3) izraženega 
rekombinantnega proteina smo potrdili z gelsko filtracijo, NaDS-PAGE elektroforezo in 
SEC-MALS. Termostabilnost in vsebnost sekundarne strukture smo določili s cirkularnim 
dikroizmom. Nazadnje smo proteine poslali na SAXS meritve opravljene v EMBL 
Hamburg, po katerih je bila s strani Žige Strmška analizirana 3D struktura (Strmšek in sod., 
2019).  
Interakcije med aminokislinskimi ostanki proteinskih konstruktov vplivajo na zvijanje in 
stabilizirajo ali destabilizirajo strukturo. Aminokislinsko zaporedje tetraedrične kletke je 
bilo optimizirano s pomočjo računalniških programov, ki simulirajo 3D strukturo proteina. 
Sklepali smo, da ima dodajanje proteinskih domen, v našem primeru sfGFP in rLuc na 
tetraedrično nanokletko, vpliv na uspešnost zvijanja proteina. Proteinske domene vstavljene 
med aminokislinska zaporedja obvitih vijačnic vplivajo na zvijanje tetraedra, ker se 
posamezne domene razlikujejo v dinamiki zvijanja. Konstrukti so zgrajeni iz enakih 
proteinskih domen, kar lahko vodi do di-/polimerizacije in formacije nukleacijskih mest, kar 
vodi do nadaljnje agregacije. Poleg tega zaradi ponovljivosti proteinskih domen znotraj 
konstrukta lahko pride do zamenjave (ang. domain swap) le-teh. Primer so ponavljajoče beta 
ploskve v beta sodčku GFP-ja, pri katerih lahko pride zaradi sinteze na ribosomu do 
vključitve dela proteinske domene drugega zelenega fluorescenčnega proteina v strukturo 
prvega. Stabilnost tetraedričnega ogrodja smo izboljšali s podaljševanjem aminokislinskega 
povezovalnega zaporedja pred in za luciferazno domeno. Med različicami zelenih 
fluorescenčnih proteinov je bila izbrana t.i. super-folder variacija zelenega fluorescenčnega 
proteina, katerega struktura je optimizirana za visoko termično stabilnost zvitja. Ker je 
tetraedrična proteinska kletka velika približno 50 kDa, lahko 37 kDa velika Renilla 
luciferaza in 27 kDa velik sfGFP vezana na oglišča sterično ovirata zvijanje nanokletke. 
Pri kloniranju polovičnih konstruktov smo opazili, da so inserti označeni z LGG.2 na 
agaroznih gelih višje od LLG.2 insertov, kljub nižji molski masi konstrukta (Sliki 16 in 20). 
Luciferazno zaporedje je za 111 baznih parov daljše od zaporedja GFP-ja (Priloga A), kar 
pomeni, da bi moral biti LLG.2 insert na gelu za 111 bp višje od LGG.2. Kljub neskladnosti 
so se sekvence polovičnih insertov poslanih na sekvenciranje prilegale referenčni sekvenci. 
Anomalije difuzije molekul v gelu so bile ponovljive tekom celotnega kloniranja 
konstruktov. Sklepali smo, da so DNA fragmenti tvorili sekundarne strukture, zaradi katerih 
so po gelu potovali z zamikom. Ker so bili enaki zamiki vidni na vseh gelih, smo 
predvidevali, da razlike niso posledica neenakomerne zamreženosti gela.  
Na NaDS-PAGE gelu za konstrukt LLGG-3AA na sliki 18 so z rdečim kvadratom označene 
dodatne lise v velikosti posamezne proteinske domene (približno 25 kDa). Pri merjenju 
vzorcev frakcij gelske filtracije od 6 do 10, pri katerih je bila vidna dodatna lisa, smo z 
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UV/VIS spektrofotometrom zaznali višji vrh v območju absorbance GFP proteina. Razmerje 
med absorbanco celotnega proteina in GFP-ja je bilo nizko zaradi visokega signala za GFP. 
Prisotnost nečistoče v obliki prostega GFP-ja v vzorcu smo opazili pri vseh konstruktih s tri 
aminokisline dolgim povezovalnim zaporedjem. Za stabilnost proteina in fleksibilnost pri 
zvijanju smo v nadaljevanju pripravili konstrukte s šest in devet aminokislin dolgimi 
povezovalnimi zaporedji pred in za luciferaznim zaporedjem.  S podaljšanim povezovalnim 
aminokislinskim zaporedjem se je delež prostega GFP proteina v vzorcu zmanjšala. Za 
podaljševanje aminokislinskega povezovalnega zaporedja smo se odločili na podlagi 3D 
modelov, kjer smo opazili, da je regija med luciferazno domeno in tetraedrično kletko napeta 
in vpliva na fleksibilnost celotne strukture (Strmšek in sod., 2019).  
Pri produkciji konstruktov s šest ali devet aminokislinskim povezovalnim zaporedjem smo 
pričakovali povečanje fleksibilnosti strukture, kar bi olajšalo zvijanje proteinov in s tem 
morda zmanjšalo tvorbo netopnega proteina med produkcijo. Pri načrtovanju konstrukta smo 
dolžino aminokislinskega povezovalnega zaporedja omejili na maksimalno devet 
aminokislin, ker bi z daljšim aminokislinskim povezovalcem zaradi povečane svobode 
gibanja izgubili obliko na proteinske nanokletke. Na osnovi neuspelih poskusov 
pridobivanja GLGG-9AA v lizatu smo ugotovili, da devet aminokislin dolg povezovalec ni 
optimalen (Priloga D). Na NaDS-PAGE gelu za GLGG-9AA protein je opazna šibka lisa v 
lizatu in topni frakciji, vendar je koncentracija prenizka za nadaljnjo karakterizacijo proteina. 
Ostale konstrukte smo pripravili s tri ali šest aminokislin dolgim povezovalnim zaporedjem 
pred in za zapisom za luciferazo.  
Po dodajanju šest aminokislin dolgega aminokislinskega povezovalca pred in za zaporedjem 
za luciferazo se je izkazalo, da je le-ta najprimernejši za arhitekturo vezave rLuc na 
polipeptidno tetreadrično ogrodje. Ugotovili smo, da v primerjavi s šest aminokislin dolgim 
povezovalnim zaporedjem, pri tri aminokislinskem povezovalcu dobimo nižje koncentracije 
topnega proteina. Nižje koncentracije konstruktov s tri aminokisline dolgim povezovalnim 
zaporedjem so vidne, na krivuljah SEC grafov (Slike 22-26) in na NaDS-PAGE gelih (Slike 
27-31). Proteinski konstrukti so se poleg topne frakcije v precejšnji meri izražali v netopni 
frakciji.  
Razlogov za relativno nizek izkoristek ob produkciji rekombinantnih proteinov v 
heterolognem ekspresijskem sistemu je lahko več. Konstrukti imajo znotraj DNA zaporedja 
ponovljive sekvence načrtovane za pravilen potek kloniranja. Visoka ponovljivost sekvenc 
lahko vodi do nastanka zastojev pri ribosomalni sintezi ali do preskokov ribosomov med 
prepisovanjem. Suboptimalna ribosomska sinteza lahko vodi do nastanka inkluzijskih telesc. 
Ena izmed strategij izboljšave topnosti proteina je tudi preprečevanje nastajanja inkluzijskih 
telesc z nadzorovano ekspresijo proteina. Pri prekomernem izražanju proteinov se pogosto 
zgodi, da je v celici previsoka lokalna koncentracija proteina, kar vodi v nastanek agregatov. 
Za optimalen izkoristek smo protein izražali pod inducibilnim promotorjem, kar regulira 
produkcijo proteina. Protein se izraža, kadar imajo bakterijske celice najboljši fitnes. Na 
topnost proteinov vplivajo površinsko izpostavljene hidrofobne skupine ali sterične ovire pri 
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zvitju, ki povzročijo nepravilna zvitja proteinov. Pri dodajanju proteinskih domen na 
tetraedrično kletko imajo le-te vpliv na zvitje zaradi prostora, ki ga zavzamejo. Ljubetič in 
sodelavci (2017) so za izboljšanje topnosti povečali negativni neto naboj tetraedričnega 
ogrodja. Zamenjali so hidrofobne aminokislinske ostanke na mestih b, c, f  v negativno nabite 
aminokisline (Slika 6). Ker je bila tetraedrična proteinska kletka optimizirana in se izraža v 
topni obliki, sklepamo, da sta za netopnost proteinskih konstruktov kriva sfGFP in rLuc. V 
magistrski nalogi smo uporabili super-folder različico GFP proteina, ki ima z mutacijami 
povečano topnost, stabilnost beta sodčka in sposobnost pravilnega zvitja. Poleg tega so 
Zhang in sodelavci (2017) dokazali, da sfGFP vezan na rekombinantni protein vpliva na 
sekrecijo le-tega iz E. coli sevov Rosetta(DE3) in BL21(DE3). Sprotno izločanje 
sintetiziranih proteinov iz celice zmanjša možnost nakopičenja proteinov v celici. Znižanje 
hidrofobnosti površine sfGFP povzroči neto negativen naboj, ki vpliva tako na povečano 
topnosti kot tudi pripomore k izločanju proteina iz celice. Za luciferazno domeno smo 
uporabili mutirano različico z osmimi mutacijami rLuc8, ki so ji izboljšali stabilnost in 
ekspresijo v heterolognem sistemu. Luciferaze, pristne v naravi (ang. wild-type), imajo 
visoko vsebnost aromatskih in hidrofobnih aminokislinskih ostankov. Povišana hidrofobnost 
je eden od vzrokov za tvorbo neaktivnih dimerov preko medmolekulskih hidrofobnih 
interakcij. Ugotovili smo, da ima luciferazna domena kljub mutacijam za znižanje 
hidrofobnosti površine proteina nizko topnost. Iz napisanega sklepamo, da je možnost 
negativnega vpliva na topnosti proteinskih konstruktov večja s strani na ogrodje vezanih 
rLuc kot s strani sfGFP.  
Ker se proteini samosestavljajo v optimalno strukturo s šibkimi vezmi, je stabilnost končne 
strukture odvisna od aminokislinskega zaporedja in pogojev okolja (primerna temperatura, 
sestava pufrov/gojišča, ugoden pH). Produkcijo proteinov smo poskusili optimizirati z 
znižanjem temperature na 25 °C, ker se pri nižjih temperaturah proteini zvijajo počasneje 
kot posledica počasnejšega metabolizma in ribosomalne sinteze proteina. Spremembe v 
pridobljenem proteinu pri rasti E. coli NiCo21(DE3) na 25 °C ali prvotnih 30 °C nismo 
zaznali, zato smo nadaljevali s produkcijo na 30 °C (Priloga Č). Med optimizacijo produkcije 
smo preizkusili spremembo koncentracije induktorja IPTG iz 1,0 mM na 0,5 mM, kar ni 
izboljšalo izkoristka. Koncentracijo proteinov smo poskušali povečati z rastjo E. coli 
NiCo21(DE3) v TB gojišču, ki je zaradi višje vsebnosti kvasnega ekstrakta in triptona 
bogatejše od LB gojišča. E. coli NiCo21(DE3) kultura je bila bolj motna pri rasti v TB 
gojišču, vendar se produkcija proteina v odvisnosti OD600nm ni ustrezno linearno povišala 
(Priloga C). Nižji OD600nm pomeni počasnejšo rast v LB gojišču, vendar lahko celice več 
energije vlagajo v produkcijo proteinov in izravnajo končni izkoristek z rastjo na gojišču 
TB.  
Vzorce proteinov pridobljene z Ni-NTA smo očistili tudi z gelsko filtracijo. Glede na 
površino pod vrhom SEC krivulje in ekstinkcijski koeficient proteina smo določili okvirno 
koncentracijo proteina, ki je bila pri izoliranih konstruktih v razponu od 0,060 mg/ml za 
LGGG-3AA do 0,600 mg/ml za GLLG-6AA. Pri nekaterih kromatogramih smo opazili 
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zamik elucijskega volumna, pri katerem se je vzorec eluiral. Zamik elucijskega volumna je 
posledica uporabe različnih dolžin in volumnov kolon za gelsko filtracijo. Iz oblike SEC 
krivulj smo razbrali, da je v konstruktih s tri aminokislinskim povezovalnim zaporedjem 
nižja koncentracija monomernega proteina kot pri enakih konstruktih s šest aminokislin 
dolgim povezovalcem. Poleg tega smo pri konstruktih s šest aminokislin dolgim 
povezovalnim zaporedjem pridobili čistejše proteine. Konstrukta GLLG-3AA in GLLG-
6AA sta bila izolirana v najvišji koncentraciji in imata krivuljo z jasno ločenim vrhom 
monomernega proteina (Slika 24). Konstrukti LGGG-3AA, LLGG-3AA in GLGG-9AA so 
bili izolirani v prenizki koncentraciji za nadaljno karakterizacijo. GLGG-9AA se je 
produciral v nizki koncentraciji, kar je razvidno tudi iz NaDS-PAGE gela, ki ima šibko liso 
v vzorcu lizata (Slika 28). Pri LGGG-3AA in LLGG-3AA proteinskih konstruktih se proteini 
večinoma nahajajo v netopni frakciji (Sliki 27 in 29). LLGG konstrukt, ki je imel v vzorcu 
nizek delež monomernega proteina za 3AA različico, je bil izoliran s prevladujočo 
monomerno obliko v različici 6AA (Sliki 25 in 29).  
Na NaDS-PAGE gelih so v vzorcih po Ni-NTA kromatografiji poleg lise za iskani protein 
opazne dodatne lise, kar pomeni, da so se na Ni-NTA kolono poleg iskanega proteina vezali 
dodatni proteini. Dodatne lise so opazne tudi v vzorcih označenih s številkami, ki 
ponazarjajo frakcije zbrane po eluciji iz gelske filtracije. Ker so bile na NaDS-PAGE gelih 
lise iz prvih dveh vrhov enake velikosti kot lisa tretjega vrha, smo sklepali, da gre za di-, tri- 
in polimerne oblike proteina, ki je po denaturaciji z NaDS razgrajen v monomerne 
denaturirane enote.  
SEC-MALS grafi so potrdili, da smo izolirali protein, ki je v večji meri monomeren in je v 
območju velikosti od 160 do 190 kDa. Zaradi tehničnih težav z RI detektorjem pri merjenju 
vzorcev ni bilo mogoče določiti natančno maso proteinov. Ljubetič in sodelavci (2017) so 
za tetraedrično ogrodje brez vezanih proteinskih domen dokazali visoko vsebnost (99%) 
monomerne oblike proteina v vzorcu. V magistrski nalogi smo pokazali, da je v monomerni 
frakciji mogoče izolirati tudi tetraedrične kletke z vezanimi domenami luciferaz in 
fluorescenčnih proteinov. Vzorca konstruktov GLLG-3AA in GLLG-6AA sta vsebovala 
visok delež monomernega proteina. Njuni SEC-MALS krivulji na sliki 28 nimata opaznega 
vrha za polimerne oblike proteina.  
S pomočjo CD spektra smo določili sekundarno strukturo konstrukta in jo primerjali s 
predvideno (Slika 37). S predhodnimi raziskavami je bilo določeno, da je tetraedrično 
ogrodje brez vezanih rLuc in sfGFP-jev sestavljeno iz 86% vijačnih struktur in ima 
temperaturo tališča pri 56 °C (Ljubetič in sod., 2017). Spektri cirkularnega dikroizma 
pridobljeni za proteinske konstrukte z dvema ali več luciferazami na ogrodju so prikazali 
krivulje za proteine, pri katerih so v večji meri zastopane alfa vijačnice. Pri proteinih z več 
fluorescenčnimi proteini na ogrodju je opazen tudi signal za beta ploskve, ker so sfGFP 
sestavljeni iz teh sekundarnih struktur. Z več vezanimi GFP proteini se zmanjša delež alfa 
vijačnic v strukturi, zato ima krivulja obliko značilno za strukture z obema sekundarnima 
strukturama. Rezultati niso pokazali krivulj z obliko značilno za neurejene sekundarne 
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oblike, kar pomeni, da smo pridobili proteine s predvidenimi sekundarnimi strukturami. 
LLGG-6AA konstrukt je imel pri merjenju spektra cirkularnega dikroizma nizek signal glede 
na ostale konstrukte. Za boljše razumevanje pravega razloga za to odstopanje od 
pričakovanega bi bilo potrebno meritev ponoviti. Za kletke iz obvitih vijačnic s pripetimi 
proteinskimi domenami se pričakuje, da se po denaturaciji ne morejo več zviti v pravilno 
obliko (Strmšek in sod., 2019). Domeni luciferaznega in fluorescenčnega proteina se po 
temperaturni denaturaciji nista sposobni zviti nazaj v nativno obliko s hitrim ohlajanjem. 
Zeleni fluorescenčni protein ima temperaturo tališča pri 46 °C, medtem ko je luciferaza manj 
termostabilna (Scott in sod., 2018; Shigehisa in sod., 2017). Spektri konstruktov med in po 
denaturaciji kot pričakovano nimajo krivulje značilne za alfa vijačnico.  
Pričakovali smo, da bo produkcija konstruktov z več luciferazami na tetraedričnem ogrodju 
zahtevnejša, vendar SEC-MALS grafi prikazujejo končno čistost proteina, ki je primerljiva 
med konstrukti z eno, dvema ali tremi luciferazami. Možen razlog za uspešnejšo izolacijo 
proteina z luciferazama na II. in III. mestu (GLLG) je v bolj fleksibilno mesto vezave kot na 
I. in IV. mestu. Robovi tetraedra sestavljeni iz obvitih vijačnic se v dolžini razlikujejo za 
maksimalno 40%. Najdaljši rob tvori APHshmSN protein s 45 aminokislinskimi ostanki in 
najkrajši rob tvori GCNmSN z 27 aminokislinskimi ostanki, kar pomeni, da tetraeder nima 
oblike idealnega tetraedra (Ljubetič in sod., 2017). Aminokislinski ostanki v obvitih 
vijačnicah, ki obkrožajo II. in III. oglišče so lahko fleksibilnejši in imajo torzijske kote, ki 
ustrezajo za vezavo luciferazne domene. N' konec in C' konec luciferazne domene nista na 
istem delu, zato je vezava domene na tetraedrično ogrodje rigidnejša kot vezava sfGFP 
domen. Sklepamo, da vezava luciferazne domene na oglišči II in III. najmanj vpliva na 
ogrodje tetraedrične kletke in ne napne obvitih vijačnic na robovih, ki ju obkrožajo. 
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Cilj magistrske naloge je bil predstaviti domene zelenega fluorescenčnega proteina in 
luciferaze na ogliščih tetraedrične kletke, ki se nemoteno zvije v pravilno 3D obliko. 
Pravilno zvitje kljub prisotnosti sfGFP in rLuc pomeni, da lahko polipeptidne tetraedre 
kombiniramo z globularnimi proteini, ki proteinskemu konstruktu dodajo različne funkcije. 
Zanimalo nas je, ali se sposobnost samozvijanja polipeptidnega ogrodja spremeni pri 
kombinaciji domen zelenega fluorescenčnega proteina in luciferaze.  
Uspešno smo sintetizirali načrtovane proteinske konstrukte z različnimi kombinacijami 
vezanih domen luciferaz in fluorescenčnih proteinov. V heterolognem sistemu E. coli 
NiCo21(DE3) smo pridobili zadostno koncentracijo proteinskih konstruktov za njihovo 
karakterizacijo, kljub temu da produkcija tetraedričnih kletk z vezanimi majhnimi 
globularnimi proteini prinaša nižje izkoristke. V DNA zaporedju za proteinske konstrukte 
so prisotne ponovljive sekvence, ki so pogoj za pravilen potek kloniranja. Na mestih 
ponovljivih sekvenc lahko pride do zastojev pri ribosomalni sintezi ali preskokov ribosomov 
med prepisovanjem. Suboptimalna ribosomska sinteza vodi do nastanka nepravilno zvitih 
proteinov. Konstrukti sestavljeni iz več enakih  proteinskih domen lahko tvorijo netopne 
agregate zaradi zamenjave elementov znotraj domen (ang. module swap) ali polimerizacije 
domen. Proteinske domene vstavljene med aminokislinska zaporedja obvitih vijačnic 
vplivajo na zvijanje tetraedra, ker se posamezne domene razlikujejo v dinamiki zvijanja. 
Velikost umetno sestavljenih proteinskih konstruktov je dodaten razlog za tvorbo nepravilno 
zvitih proteinov tekom produkcije. Največji protein, ki ga naravno producira E. coli je okrog 
170 kDa, kar se približa velikosti produciranih proteinov tekom te magistrske.  
Ugotovili smo, da šest aminokislin dolg povezovalec pred in za luciferaznim zaporedjem 
zmanjša prisotnost agregatov, ker je manj proteina v netopni frakciji in dobimo boljšo ločbo 
na kromatografiji z ločevanjem po velikosti. Iz tega sklepamo, da velikost luciferaze vpliva 
na dinamiko zvijanja tetraedrične kletke. S podaljševanjem aminokislinskega 
povezovalnega zaporedja povečamo fleksibilnost vezane luciferaze in vzpostavimo prostor 
za neovirano zvitje polipeptidne verige. Fluorescenčni protein izbran za vezavo na ogrodje 
je dodatno zvita (ang. super-folder) verzija GFP-ja, ki je bolj kompaktna in zato predvideno 
ne ovira tvorbe tetraedrične kletke. 
Z različnimi kombinacijami luciferaz in fluorescenčnega proteina na ogrodju smo poskušali 
najti optimalno različico proteina. GLLG konstrukt smo sintetizirali z najvišjim izkoristkom 
ne glede na dolžino aminokislinskega povezovalca, medtem ko je bilo ostale konstrukte težje 
izolirati v čisti obliki v verziji s tri ali šest aminokislinskim povezovalcem. Predvidevali smo, 
da bomo konstrukte z manj vezanimi luciferazami izolirali v čistejši obliki in v višji 
koncentraciji. Rezultati kažejo, da uspešnost izolacija proteina ni odvisna od števila vezanih 
luciferaz.  
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Proteinski konstrukti pridobljeni tekom magistrskega dela so zasnovani za nadaljevanje 
raziskav z metodo BRET, ki temelji na prenosu energije iz donorja na akceptor z resonanco 
bioluminiscence. V teoriji Renilla luciferaza vezana v oglišču tetraedra oksidira 
koelenterazin in njegove derivate, ki odda energijo v obliki modre svetlobe. Fluorescenčni 
protein vezan na sosednje oglišče je na primerni razdalji od luciferazne domene za absorbcijo 
svetlobe v modrem spektru in emisijo svetlobe v zelenem spektru. Za vzpostavitev 
optimalnega signala za zaznavanje emitirane svetlobe med BRET reakcijo smo na tetraeder 
vezali različne kombinacije luciferaznih in fluorescenčnih proteinskih domen.  
Raziskave na področju peptidnih nanomaterialov so vedno usmerjene v optimizacijo 
strukture za nove aplikacije. Pospešene raziskave v bionanotehnologiji in večanje baze 
obvitih vijačnic (The CC+ Database) izboljšujeta možnosti razvoja novih struktur in 
izboljševanje prejšnjih. Nanodelci na osnovi obvitih vijačnic imajo potencial v medicini za 
ciljno dostavo zdravil ali za predstavljanje antigenov na polipeptidnem ogrodju. Primerni so 
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Razvoj proteinske nanotehnologije se je začel s sestavljanjem proteinskih struktur iz alfa 
vijačnic. Obvite vijačnice so sintetizirali po zgledu komplementarnosti dvojne vijačnice 
DNA. S tem so odprli široko področje, ki se je v nadaljevanju razvilo v načrtovanje 
proteinskih origamijev. Prednost proteinskih origamijev pred DNA nanostrukturami je 
raznolikost aminokislin, ki gradijo proteine, možnost paralelne in antiparalelne orientacije 
in samozvijanje in vivo. Predvsem sposobnost samozvijanja znotraj celice je dodala 
uporabnost proteinskih origamijev v medicini. 
Poliedri iz obvitih vijačnic v svoji strukturi dovoljujejo prostor za različne funkcionalne 
skupine in interakcije, ki ga proteini iz kompaktnih oligomerizacijskih domen nimajo, ker 
le-ti zavzemajo večino volumna. Prostor znotraj in okrog tetraedra je priročen za ustvarjanje 
katalitičnih mest in vezavo učinkovin za tarčno zdravljenje. Poleg tega lahko s pomočjo 
interakcij med obvitimi vijačnicami tvorimo večje konstrukte sestavljene iz več poliedrov. 
Trenutne omejitve pri sestavljanju poliedrov so v razpoložljivosti ortogonalnih segmentov 
iz obvitih vijačnic, vendar je narava obsežen vir elementov obvitih vijačnic, ki bo še povečal 
možnosti racionalnega načrtovanja poliedrov (Gradišar in sod., 2013). 
Produkcija de novo sestavljenih proteinov kot so tetraedrične kletke iz obvitih vijačnic je 
rezultat zapletenega  načrtovanja optimalne proteinske strukture s pomočjo programske 
opreme za modeliranje proteinov in optimizacije DNA zaporedja proteina za izražanje v 
heterolognem ekspresijskem sistemu. Produkcija pravilno zvitega topnega proteina, ki je bil 
sestavljen de novo in ga ne najdemo v naravi, predstavlja dodaten izziv (Rosano in 
Ceccarelli, 2014). V magistrski nalogi smo nadaljevali delo Ljubetič in sodelavcev (2017), 
ki so uspešno izolirali in karakterizirali proteinske tetraedrične kletke. Cilj magistrske naloge 
je bil načrtovati in izolirati tetraedrične proteinske konstrukte, ki imajo na oglišča vezano 
Renilla luciferazo in zeleni fluorescenčni protein v različnih kombinacijah. Sklepali smo, da 
ima dodajanje proteinskih domen vpliv na uspešnost zvijanja proteina. Stabilnost 
tetraedričnega ogrodja smo poskušali izboljšati s podaljševanjem aminokislinskega 
povezovalnega zaporedja pred in za luciferazno domeno. Renilla luciferaze (rLuc) smo na 
oglišča vezali preko tri, šest ali devet aminokislin dolgega povezovalca.  
Sintetizirane proteine smo očistili z Ni-NTA kromatografijo in gelsko izključitveno 
kromatografijo. Pri primerjanju rezultatov izolacije proteina se je izkazalo, da je šest 
aminokislinsko povezovalno zaporedje pred in za luciferazno domeno najprimernejše za 
arhitekturo vezav rLuc na polipeptidno tetreadrično ogrodje. Iz oblike SEC kromatogramov 
smo razbrali, da je v konstruktih s tri aminokislinskim povezovalnim zaporedjem nižja 
koncentracija monomernega proteina kot pri enakih konstruktih s šest aminokislin dolgim 
povezovalcem. Konstrukt z devet aminokislin dolgim povezovalnim zaporedjem je imel 
prenizko produkcijo za izolacijo in nadaljnjo karakterizacijo, zato smo nadaljevali s 
konstrukti s šest in devet aminokislinskim povezovalcem. 
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Iz NaDS gelov je razvidno, da so se proteinski konstrukti poleg topne frakcije v precejšnji 
meri izražali v netopni frakciji v obliki inkluzijskih telesc, kar je zmanjšalo koncentracijo 
izoliranega čistega proteina na voljo za karakterizacijo. Izkoristek produkcije smo poskusili 
povečati z optimizacijo temperature gojenja E. coli, ker se pri nižjih temperaturah proteini 
zvijajo počasneje in je zato možnost pravilnega zvitja večja. Spremenili smo tudi 
koncentracijo induktorja IPTG (iz 1,0 na 0,5 mM) in dolžino inkubacije po indukciji (2h, 4h, 
prekonočna inkubacija). Razlike v teh treh parametrih niso pokazale izboljšanja produkcije 
topnega protein konstrukta LLGG-3AA, zato smo nadaljevali z originalnimi pogoji 
produkcije pri temperaturi 30 °C, 1,0 mM IPTG-ja za 4h. Po uspešni izolaciji konstruktov 
smo le-tem določili velikost, prisotnost monomernega proteina, temperaturno obstojnost in 
vsebnost sekundarnih struktur z NaDS-PAGE elektroforezo, SEC-MALS in cirkularnim 
dikroizmom.  
Pričakovali smo, da bo produkcija konstruktov z več luciferazami na tetraedričnem ogrodju 
zahtevnejša, vendar SEC-MALS grafi prikazujejo končno čistost proteina, ki je primerljiva 
med konstrukti z eno, dvema ali tremi luciferazami. Konstrukt GLLG z luciferaznima 
domenama na II. in III. mestu je bil izoliran v najvišji koncentraciji z visokim deležem 
monomernega proteina s tri in šest aminokislinskim povezovalcem. Sklepamo, da oglišče II. 
in III. obkrožajo aminokisline, ki so fleksibilnejše v torzijskih kotih, kar dopusti rigidno 
vezavo luciferaze na ogrodje brez napenjanja obvitih vijačnic. Izolirani konstrukti 
zavzemajo pričakovane velikosti med 160 kDa in 190 kDa. V magistrski nalogi smo 
dokazali, da je mogoče uspešno izolirati tetraedrične kletke z vezanimi domenami luciferaze 
in zelenega fluorescenčnega proteina. 
Spektri cirkularnega dikroizma pridobljenimi za proteinske konstrukte z dvema ali tremi 
luciferazami na ogrodju so imeli pričakovane oblike krivulj za proteine, v katerih so v večji 
meri zastopane alfa vijačnice. Konstrukti, ki imajo na ogrodje vezanih več sfGFP z beta 
ploskvami, imajo krivuljo z manj opaznimi minimumi pri 208 in 220 nm, ki so značilni za 
alfa vijačnice. Vsi konstrukti so imeli CD spektre značilne za sekundarne strukture in ne za 
neurejene strukture, iz česar sklepamo, da smo pridobili pravilno zvite proteine.  
Načrtovanje proteinskih nanomaterialov je obsežno področje bionanotehnologije, ki se 
poslužuje različnih pristopov. Kompleksne polipeptidne strukture so sestavljene iz naravnih 
proteinskih domen, ki jih lahko povežemo preko kratkih povezovalnih peptidov, z 
modeliranjem interakcij med domenama ali z de novo načrtovanjem. Nadaljne raziskave 
poskušajo povečati kompleksnost nanostruktur ter jim dodati funkcijo za uporabo v 
biotehnoloških aplikacijah kot so tarčno zdravljenje, razvoj nanocepiv in dodajanje 
nanomaterialov v biosenzorje (Aupič in sod., 2016). 
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Aminokislinske sekvence peptidov in povezovalnega zaporedja za tetraedrične kletke in na 
oglišča vezane proteinske domene 
 Aminokislinsko zaporedje N' → C' 
rLuc A S K V Y D P E Q R K R M I T G P Q W W A R C K Q M N V L D S F I N Y Y 
D S E K H A E N A V I F L H G N A T S S Y L W R H V V P H I E P V A R C I I 
P D L I G M G K S G K S G N G S Y R L L D H Y K Y L T A W F E L L N L P K 
K I I F V G H D W G A A L A F H Y A Y E H Q D R I K A I V H M E S V V D V 
I E S W D E W P D I E E D I A L I K S E E G E K M V L E N N F F V E T V L P 
S K I M R K L E P E E F A A Y L E P F K E K G E V R R P T L S W P R E I P L 
V K G G K P D V V Q I V R N Y N A Y L R A S D D L P K L F I E S D P G F F 
S N A I V E G A K K F P N T E F V K V K G L H F L Q E D A P D E M G K Y I 
K S F V E R V L K N E Q 
sfGFP S K G E E L F T G V V P I L V E L D G D V N G H K F S V R G E G E G D A T 
N G K L T L K F I C T T G K L P V P W P T L V T T L G Y G V Q C F S R Y P 
D H M K R H D F F K S A M P E G Y V Q E R T I S F K D D G T Y K T R A E 
V K F E G D T L V N R I E L K G I D F K E D G N I L G H K L E Y N F N S H 
N V Y I T A D K Q K N G I K A N F K I R H N V E D G S V Q L A D H Y Q Q 
N T P I G D G P V L L P D N H Y L S T Q S V L S K D P N E K R D H M V L L 
E F V T A A G I T H G M D E L Y K 
RFP A S S E D V I K E F M R F K V R M E G S V N G H E F E I E G E G E G R P Y 
E G T Q T A K L K V T K G G P L P F A W D I L S P Q F Q Y G S K A Y V K H 
P A D I P D Y L K L S F P E G F K W E R V M N F E D G G V V T V T Q D S S 
L Q D G E F I Y K V K L R G T N F P S D G P V M Q K K T M G W E A S T E 
R M Y P E D G A L K G E I K M R L K L K D G G H Y D A E V K T T Y M A K 
K P V Q L P G A Y K T D I K L D I T S H N E D Y T I V E Q Y E R R H S T G 
A 
TET12SN M L E E E L K Q L E E E L Q A I E E Q L A Q L Q W K A Q A R K E K L A Q 
L K E K L G S G P G S P E D E I Q Q L E E E I S Q L E Q K N S E L K E K N Q 
E L K Y G S G P G D I E Q E L E R A K E S I R R L E Q E V N Q E R S R M Q 
Y L Q T L L E K G S G P G Q L E D K V E E L L S K N Y H L E N E V E R L K 
K L V L E E E L K Q L E E E L Q A I E E Q L A Q L Q W K A Q A R K E K L A 
Q L K E K L G S G P G S P E D E I Q Q L E E K N S Q L K Q E I S Q L E E K N 
Q E L  K Y G S G P G Q L E D K V E E L L S K N Y H L E N E V E R L K K L 
V G S G P G S P E D K I S Q L K E K I Q Q L K Q E N Q Q L E E E N S Q L E Y 
S P E D E N S Q L E E K I S Q L K Q K N S E L K E E I Q Q L E Y G S G P G S 
P E D  K I S E L K E E N Q Q  L E Q K I Q Q L K E E N S Q L E Y D I E Q E L 
E R A K E S I R R L E Q E V N Q E R S R M Q Y L Q T L L E K G S G P G S P 
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Nukleotidne sekvence začetnih oligonukleotidov 
Usmerjenost začetnega oligonukleotida je označena s F za vodilni (ang. forward) in z R za 
povratni (ang. reverse) oligonukleotid. Začetni oligonukleotidi naročeni pri IDT. 
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Primerjava produkcije konstrukta GLGG-3AA v gojiščih LB in TB 
Rezultati so prikazani NaDS-PAGE gelu in grafu gelske filtracije. Preverili smo tudi rastni 
krivulji E. coli NiCo21(DE3). TB je bogatejše gojišče od LB, vendar se izkoristek produkcije 
proteina ne poviša. Rastna krivulja pri rasti na gojišču TB doseže večje vrednosti OD600nm, 
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Primerjava produkcije konstrukta LLGG-6AA pri treh različnih temperaturah in času 
gojenja po indukciji z 0,5 ali 1,0 mM IPTG 
 
Sprememba koncentracije IPTG, temperatura inkubacije po indukciji in čas inkubacije po 
indukciji niso opazno povečali mase peleta glede na pogoje uporabljene pri prvi produkciji 
proteina (4h; 30 °C; 1,0 mM IPTG). Masa peleta po 16h inkubacije na 37 °C štrli iz 
povprečja, vendar kljub povečani masi celic le-te niso producirale izdatne količine proteina. 
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Dodatno maso peleta torej lahko pripišemo neaktivnim bakterijskim celicam, ki ne 
producirajo proteina, zaradi pomanjkanja hranil ali pa so že odmrle. 
Primerjava produkcije LLGG-6AA konstrukta  pri temperaturah: 25 °C, 37 °C in 30 °C za 
optimizacijo produkcije. Indukcija produkcije z 0,5 ali 1,0 M IPTG-jem ni pokazala razlik v 
produkciji proteina. Med trajanjem indukcije (2h, 4h ali prekonočna inkubacija) se količina 
proteina opazno ne spremeni. Produkcijo smo nadaljevali s štiri urno inkubacijo po indukciji 
z 1,0 M IPTG-jem pri 30 °C. 
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Rezultati ponovitev produkcije GLGG-9AA 
Na NaDS-PAGE gelu ni opazne lise v velikosti konstrukta GLGG-9AA. 
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Meritve cirkularnega dikroizma za posamezne komponente, ki sestavljajo proteinske 
konstrukte 
Rezultati meritev CD za tetraedrično kletko (TET12SN) so bili pridobljeni s strani Ljubetič 
in sod. (2017). 
 
